-Blitzlichtphotolyse-
Untersuchung zu LOV-Domänen und photochromen Systemen by Kutta, Roger Jan
- Blitzlichtphotolyse -
Untersuchung zu LOV-Doma¨nen und
photochromen Systemen
Dissertation
zur Erlangung des
Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)
der Naturwissenschaftlichen Fakulta¨t IV
-Chemie und Pharmazie-
der Universita¨t Regensburg
vorgelegt von
Roger Jan Kutta
aus Gelsenkirchen
2012
Diese Arbeit wurde angeleitet von: Prof. Dr. B. Dick
Promotionsgesuch eingereicht am: 24.02.2012
Pru¨fungsausschuss: Prof. Dr. D. Horinek, Vorsitzender
Prof. Dr. B. Dick
Prof. Dr. A. Penzkofer
Prof. Dr. A. Slenczka
Für meine Familie
&
die Wissenschaft.
,,Den Rest meines Lebens werde ich daru¨ber nachdenken, was Licht ist!”
-Albert Einstein im Jahre 1917-

Danksagung
Zu allererst gilt mein besonderer Dank meinem Doktorvater, Herrn Prof. Dr. Bern-
hard Dick, fu¨r die ausgezeichneten Arbeitsbedingungen, fu¨r die vielen fachlichen Diskus-
sionen und Anregungen, fu¨r die vielen interessanten Fragestellungen aus unterschied-
lichsten Themengebieten, fu¨r die Freiheit, eigenen Ideen nach zu gehen, fu¨r die vielen
Mo¨glichkeiten meine Ergebnisse zu pra¨sentieren, und fu¨r die finanzielle Unterstu¨tzung
wa¨hrend dieser Arbeit.
Herrn Dr. Uwe Kensy bin ich zu besonderem Dank verpflichtet. Durch sein großes
Engagement sind viele experimentelle Fortschritte erst mo¨glich gewesen.
Herrn Prof. Dr. Alkwin Slenczka danke ich fu¨r seine stete Hilfe mit Rat und Tat bei
den unterschiedlichsten Problemen.
Allen Kooperationspartnern in Berlin (Prof. Dr. Peter Hegemann), in Ju¨lich (Dr. Ul-
rich Krauss), in Martinsried (Dr. Jo¨rg Tittor), in Karlsruhe (Prof. Dr. Wagenknecht),
in Mu¨nchen (Prof. Dr. Riedle) und in Regensburg (Prof. Dr. Ko¨nig) danke ich fu¨r die
gute Zusammenarbeit und die Bereitstellung von diversen Proben.
Herrn Prof. Dr. Armin Buschauer und Herrn Prof. Dr. Sterner danke ich fu¨r die Mo¨-
glichkeit, in ihren Radioaktivlaboren zu arbeiten. Auch bedanke ich mich fu¨r die stete
Hilfsbereitschaft, die ich von ihren Mitarbeitern erfahren habe. Besonderer Dank gilt
dabei Herrn Prof. Dr. Gu¨nther Bernhardt fu¨r sein stetes Interesse an meiner Arbeit und
fu¨r seine sta¨ndige Hilfsbereitschaft.
Frau Dr. Anja Stromeck-Faderl danke ich herzlich fu¨r die scho¨ne Zeit im und außer-
halb des Labors, sowie fu¨r ihre große Hilfsbereitschaft bei Problemen aller Art.
Frau Madlene von Sanden-Flohe gilt mein großer Dank fu¨r die stete Unterstu¨tzung
in den verschiedensten Bereichen, wodurch sie mir sehr viel Arbeit abgenommen hat.
Allen Mitarbeitern sowohl der mechanischen Werkstatt unter Leitung von Herrn Her-
bert Tischho¨fer als auch der elektronischen Werkstatt unter Leitung von Herrn Peter
Fuchs danke ich fu¨r ihre große Hilfsbereitschaft und die hervorragende Zusammenarbeit.
Bei allen weiteren momentanen sowie ehemaligen Angeho¨rigen des Lehrstuhls mo¨chte
ich mich fu¨r ihre Unterstu¨tzung und die sehr angenehme Arbeitsatmospha¨re bedanken:
Frau Gabriele Alder, Herrn PD Dr. Stephan Baeurle, Frau Nicole Berner, Frau Ulrike
Berg, Herrn Dr. Gerhard Herzog, Frau Birte Ho¨ing, Frau Kathrin Magerl, Frau Marti-
na Mu¨ller, Herrn Emanuel Peter, Herrn Dr. Dominik Pentlehner, Herrn Tobias Premke,
Frau Dr. Ricarda Riechers, Herrn Dr. Andreas Schmaunz, Herrn Manuel Schneider, Frau
Martha Seiler, Herrn Dr. Andreas Wenge, Frau Eva-Maria Wirths und Herrn Klaus Zier-
eis sowie Herrn Prof. Dr. Hartmut Yersin und seinen Mitarbeitern.
Ich danke allen Mitgliedern des GRK 640 ,,Sensory Photoreceptors”, des GRK 1626
,,Chemical Photocatalysis” und des gesamten FOR 526 ,,Blue-Light Sensitive Photore-
ceptors”.
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fu¨r ein Doktoranden-Stipendium.
Meinen Studienkollegen danke ich fu¨r ihre Freundschaft und alle gemeinsamen Un-
ternehmungen und Erlebnisse wa¨hrend der gesamten Studienzeit in Regensburg.
Zuletzt, aber vor allem, danke ich meiner Familie, insbesondere meiner Mutter, mei-
nem Vater und meinen beiden Bru¨dern sowie deren Familien fu¨r ihre großartige Un-
terstu¨tzung, ihre Aufmunterungen und den großen Ru¨ckhalt wa¨hrend meines gesamten
Studiums.
Inhaltsverzeichnis
1. Vorwort 1
2. Materialien und Methoden 3
2.1. 2D-transiente Absorptionsspektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
2.1.1. Allgemeines Prinzip . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
2.1.2. Experimenteller Aufbau . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
2.1.3. Datenanalyse - Global Fit . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.1.4. Leistungsfa¨higkeit des Experiments fu¨r 2D-TA . . . . . . . . . . . 33
2.1.5. Konventionelle Blitzlichtphotolyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.2. Quasi-Stationa¨re Belichtungsexperimente . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.2.1. Modifizierter Ku¨vettenhalter . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.3. Time Correlated Single Photon Counting . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.3.1. Allgemeines Prinzip . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.3.2. Experimenteller Aufbau . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
2.3.3. Datenanalyse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
2.4. Expression und Aufreinigung biologischer Proben . . . . . . . . . . . . . 48
2.4.1. LOV-Proteinkonstrukte aus C.r. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3. Flavin-katalysierten Photooxidation von 4-Methoxybenzylalkohol 51
3.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
3.2. Experimentalteil . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.2.1. Bestimmung der Produktquantenausbeuten . . . . . . . . . . . . 56
3.3. Resultate und Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
3.3.1. Stationa¨re Absorptionsspektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . 58
3.3.2. Photophysik des RFTA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
3.3.3. Produktquantenausbeute in Abha¨ngigkeit der Substartkonzentra-
tion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
I
II Inhaltsverzeichnis
3.3.4. Sehr schneller nicht produktiver Photozyklus . . . . . . . . . . . . 69
3.3.5. Produktiver Photozyklus u¨ber den Triplett-Zustand . . . . . . . . 78
3.3.6. Mechanismus der photokatalytischen MBA Oxidation . . . . . . . 91
3.3.7. Verbesserung des produktiven Photozyklus mittels internal Heavy
Atom Effect . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
3.4. Ausblick . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103
4. Photozyklus in der LOV1-Doma¨ne aus Chlamydomonas reinhardtii 105
4.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
4.2. Experimentalteil . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107
4.3. Resultate und Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 108
4.3.1. Stationa¨re Absorptionsspektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . 108
4.3.2. Photozyklus der LOV1-Doma¨ne . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
5. Einflusses der Adduktbildung auf die Signalweiterleitung in LOV-Doma¨nen 123
5.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 124
5.1.1. Der Aktivita¨tstest . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 125
5.2. Material und Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 127
5.2.1. Molekularbiologie und Proteinreinigung . . . . . . . . . . . . . . . 127
5.2.2. Phosphorylierungstest . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 128
5.3. Ergebnisse und Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 129
5.3.1. Bildung und Zerfall des Methylthiolyladdukts im System YF1-
C62G mit Methylthiol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 129
5.3.2. Phosphorylierungstest der Systeme YF1-WT, YF1-C62G und YF1-
C62G + MeSH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 130
6. Der Photozyklus von Acetabulariarhodopsin1 135
6.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 136
6.1.1. Photozyklus von Bacteriorhodopsin . . . . . . . . . . . . . . . . . 136
6.2. Resultate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 139
6.2.1. Multiple Sequence Alignment . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 139
6.2.2. Photozyklus von Acetabularia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 141
6.3. Diskussion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 149
7. Ein multichromophores Lichtsammelsystem gebunden an DNA 151
7.1. Einleitung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 152
Inhaltsverzeichnis III
7.2. Resultate . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 152
7.2.1. Mit Chromophoren markierte DNA-Stra¨nge . . . . . . . . . . . . 153
7.2.2. Photophysikalische Untersuchungen . . . . . . . . . . . . . . . . . 153
7.3. Zusammenfassung und Ausblick . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 159
8. Zusammenfassung 161
Anhang 167
A. Mathematische Grundlagen 169
A.1. Modifizierter Levenberg-Marquardt-Algorithmus . . . . . . . . . . . 169
A.2. Runge-Kutta-Methode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 172
B. Andere Projekte 175
B.1. ”Design and photoinduced surface relief grating formation of photore-
sponsive azobenzene based molecular materials with ruthenium acetylides”175
Glossar 177
Abku¨rzungsverzeichnis 181
Literatur 185
1. Vorwort
Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von Oktober 2006 bis Februar 2011 am In-
stitut fu¨r Physikalische und Theoretische Chemie der Universita¨t Regensburg unter An-
leitung von Prof. Dr. Bernhard Dick erstellt.
Einleitend einige Hinweise bezu¨glich dieser Arbeit. Es wurden in dieser Arbeit unter-
schiedliche Themengebiete bearbeitet. Aus diesem Grund schien es sinnvoll nicht eine
Einleitung zu verfassen, sondern jedes Thema in den jeweiligen Kapiteln einzeln ein-
zufu¨hren. Des Weiteren ist darauf hingewiesen, dass fu¨r die Darstellung aller pra¨sentierten
Daten durchgehend die englische Zahlennotation mit Punkt als Dezimaltrennzeichen ver-
wendet wurde.
Zu Beginn werden Einzelheiten zu den Materialien und Methoden dieser Arbeit gege-
ben. Der methodische Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in dem Aufbau und der Charak-
terisierung einer 2D-transienten Absorptionsspektroskopie. Zusa¨tzlich wird von weiteren
Methodenentwicklungen berichtet. Dazu geho¨rt zum einem die Konstruktion eines mo-
difizierten Ku¨vettenhalters, der stationa¨re Belichtungsexperimente bei sehr definierten
Bedingungen ermo¨glichte, und zum anderen der Aufbau einer Time Correlated Single
Photon Counting (TCSPC)-Apparatur, mit der Fluoreszenzlebensdauern im ns-Bereich
bestimmt werden ko¨nnen. Den Abschluss des Methodenteils macht die Beschreibung der
Expressionsbedingungen der vermessenen biologischen Photorezeptoren.
Mit dem beschriebenen Methodenspektrum wurden vier Themengebiete bearbeitet.
Anfangs wird von den Untersuchungen der flavin-katalysierten Photooxidation von 4-
Methoxybenzylalkohol zum entsprechenden Aldehyd berichtet. Es konnten entscheiden-
de Kenntnisse u¨ber den Mechanismus gewonnen werden, mit Hilfe derer eine Verbesse-
rung der untersuchten Photokatalyse erzielt werden konnte.
Die anschließenden Themen umfassen biologische Systeme mit ho¨herer Komplexita¨t.
Als erstes System wird das LOV1-Protein (Light Oxygen and Voltage) des Phototropins
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aus der Gru¨nalge Chlamydomonas reinhardtii (C.r.) betrachtet. Die Untersuchungen
werden verglichen mit Messungen am Chromophor Flavinmononukleotid (FMN) allein
in Lo¨sung und mit einer LOV1-C52S Mutante, in der das reaktive Cystein durch ein Serin
ausgetauscht wurde. Dies Ergebnisse geben einen weiteren Einblick auf den Mechanismus
der Adduktbildung innerhalb von LOV-Doma¨nen.
Weiter wurde ein Teilaspekt der Signalweiterleitung innerhalb von LOV-Doma¨nen
untersucht. Es wurde der Fragestellung nachgegangen, ob allein die Ausbildung eines
Cysteinyladduktes, ohne gleichzeitige Bindung zum Proteinru¨ckgrat, essentiell fu¨r die
Weiterleitung eines Signals zur Aktivierung einer Effektordoma¨ne ist, oder ob der me-
chanische Zug durch die Cysteinyladduktbildung zusa¨tzlich erforderlich ist. Dazu wurden
Aktivita¨tsmessungen an einem ku¨nstlichen Sensor-Effektor-Protein bestehend aus einer
LOV-Doma¨ne aus Bacillus subtilis (B.s.) YtvA und einer Histidinkinase des FixL aus
Bradyrhizobium japonicum (B.j.) durchgefu¨hrt.
Das zweite biologische System basiert auf dem Chromophor Retinal. Es konnte der
Photozyklus der Protonenpumpe Acerhodopsin1 (AR1) aus Acetabularia acetabulum
(A.a.) charakterisiert werden. Die Ergebnisse werden mit dem Photozyklus des Bacte-
riorhodopsins verglichen.
Abschließend wird u¨ber Lichtsammelsysteme basierend auf der DNA-Architektur be-
richtet. Es zeigten sich in einigen mit Chromophoren markierten DNA Proben Hinweise
auf ladungsgetrennte Zusta¨nde, die unabha¨ngig von der Anregungswellenla¨nge zwischen
350 nm und 700 nm erzeugt werden konnten. Diese Proben sind potentielle Kandidaten
fu¨r die chemische Photokatalyse.
∆ O.D.
Welle
nla¨ng
e λ
Zeit t
2. Materialien und Methoden
In diesem Kapitel wird auf alle in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden
na¨her eingegangen.
Der apparative Schwerpunkt aller in dieser Arbeit pra¨sentierten Projekte liegt in dem
Aufbau eines 2D-transienten Absorptionsspektroskopie Experimentes. Die Besonderheit
in diesem Experiment ist die Verwendung einer Streak Camera (SC) mit sehr hohem
dynamischen Bereich. Details dazu sind in Abschnitt 2.1 gegeben. Zusa¨tzlich ist im Ab-
schnitt 2.1.5 der Aufbau einer konventionellen Blitzlichtphotolyse bei fester Wellenla¨nge
zur Detektion dynamischer Prozesse im ms- bis s-Bereich gegeben.
Des Weiteren wurde eigens zur Durchfu¨hrung von stationa¨ren Belichtungsexperimen-
ten ein thermostatisierbarer Ku¨vettenhalter mit eingebauten Belichtungs-Light Emitting
Diode (LED)s geplant und konstruiert. Detaillierte Informationen dazu sind in Ab-
schnitt 2.2 zu finden.
Fu¨r die Aufnahme von Fluoreszenzlebensdauern ist eine alte dem Lehrstuhl geschenk-
te TCSPC Apparatur von Herrn Dr. Kensy erneuert und wieder funktionsfa¨hig gemacht
worden. Die Einzelheiten zu dieser Apparatur sind Abschnitt 2.3 zu entnehmen.
Letztlich sind in Abschnitt 2.4 die Expressionsbedingungen aller in dieser Arbeit
vermessenen biologischen Photorezeptoren zu finden.
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2.1. Aufbau eines Experiments fu¨r 2D-transiente
Absorptionsspektroskopie
Die Transiente Absorption (TA) einer Probe nach Anregung mit einem kurzen Licht-
puls, A(t, λ), ist eine Funktion von Wellenla¨nge λ und Verzo¨gerungszeit t nach der An-
regung. Diese Matrix wird u¨blicherweise zeilenweise durch Messung von Spektren zu
festen Verzo¨gerungszeiten oder spaltenweise durch Messung von Zeitprofilen bei festen
Wellenla¨ngen gemessen. Derartige Messungen werden meist mit einem Photomultiplier
mit einem aktiven Spannungsteiler durchgefu¨hrt. Dies hat den Nachteil, dass bei star-
ken Fluoreszenzsignalen dieser Photomultiplier fu¨r mehrere Millisekunden u¨bersteuert
wird. Dies macht somit eindimensionale TA-Messungen von fluoreszierenden Proben im
Spektralbereich der Fluoreszenz unmo¨glich. Ein weiterer Nachteil ergibt sich, wenn nur
geringe Substanzmengen verfu¨gbar sind oder die beobachtete Photoreaktion irreversibel
ist, da in solchen Fa¨llen nur eine begrenzte Zahl von Anregungszyklen erfolgen kann.
Hier wa¨re ein Multiplex-Verfahren wu¨nschenswert, das in jedem Anregungszyklus die
gesamte Datenmatrix A(t, λ) aufnimmt.
In dieser Arbeit wurde ein derartiges Multiplex-Verfahren mittels einer SC mit ei-
nem besonders hohem dynamischen Bereich (1:10000) fu¨r den Wellenla¨ngenbereich 325-
750 nm und den Zeitbereich 500 ns-10 ms realisiert. Der Multiplexfaktor verglichen mit
einer spaltenweisen Messung der Datenmatrix betra¨gt bei gleichem Signal zu Rausch-
Verha¨ltnis mehr als 50. Auch sind nun aufgrund der Funktionsweise der SC fluoreszieren-
de Proben im Spektralbereich ihrer Fluoreszenz fu¨r die TA zuga¨nglich. Fu¨r die Auswer-
tung der Daten wurden spezielle Algorithmen entwickelt. Diese erlauben eine Korrektur
der Datenmatrix in Bereichen mit ungu¨ltigen Daten (z.B. Streulicht vom Laser an der
Ku¨vettenwand oder auch ein starkes Fluoreszenzsignal der Probe) und resultieren in
so genannten Decay Associated Difference Spectrum (DADS). Die DADS sind Ampli-
tudenverteilungen u¨ber Wellenla¨ngen, denen ein dynamisches Verhalten in Form einer
unimolekularen Ratenkonstante zugeschrieben wird. Aufbauend auf diesen DADS kann
man eine Analyse auf der Basis spezifischer kinetischer Modelle durchzufu¨hren. Oft sind
mehrere kinetische Modelle mit den Daten vereinbar, so dass zu deren Unterscheidung
zusa¨tzliche Information (z.B. u¨ber die Spektren der Spezies) herangezogen werden muss.
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2.1.1. Allgemeines Prinzip
Die transiente Absorptionsspektroskopie geho¨rt zu den zeitaufgelo¨sten spektroskopischen
Verfahren zur Detektion der spektralen Signaturen kurzlebiger Spezies sowie deren Dyna-
mik im sub-piko- bis hin zum ms-Bereich. Die Pioniere der zeitaufgelo¨sten Spektroskopie
sind Ronald George Wreyford Norrish und George Porter, die fu¨r ihre Entwicklung der
Blitzlichtphotolyse im Jahre 1967 zusammen mit Manfred Eigen den Nobelpreis erhalten
haben [NP49; Por50; Nor67; Por67].
Kurzlebige Spezies sind z.B. angeregte Zusta¨nde molekularer Einheiten oder reakti-
ve Intermediate einer chemischen Reaktion. Das Verfahren basiert auf der Erzeugung
transienter Spezies durch Photoanregung mit einem intensiven und im interessierenden
Zeitbereich zeitlich sehr kurzen Lichtpuls (,,Pump”) und anschließender zeitabha¨ngiger
Abfrage des angeregten Probevolumens mittels eines Weisslichtpulses (,,Probe”). Die
zeitliche A¨nderung der Absorption in der Probe stellt das Messsignal dar. In Abbil-
dung 2.1 ist die transiente Absorptionsspektroskopie schematisch anhand eines typischen
Jablonski-Termschema-Schemas fu¨r ein organisches Moleku¨l dargestellt. Die TA ergibt
sich pra¨zise gesagt, durch die Messung der zeitaufgelo¨sten transmittierten Intensita¨ten
eines Weisslichtpulses zum einen durch die angeregte Probe (I∗) und zum anderen durch
die nicht angeregte Probe (I0). Demnach wird nicht wie u¨blich auf das Lo¨sungsmittel
bezogen, sondern auf die Probe vor der Anregung. Nach dem ,,Lambert-Beer’schen”
Gesetz [Bee52] folgt fu¨r die A¨nderung der Absorption bzw. der Optische Dichte (OD)
der Probe folgender funktioneller Zusammenhang:
∆A(λ, t) = ∆OD(λ, t) = − log
(
I∗(λ, t)
I0(λ, t)
)
, (2.1)
Im Allgemeinen werden bei TA-Spektren drei Beitra¨ge beobachtet:
Ground State Bleach (GSB): Ausbleichen des Grundzustands
Stimulated Emission (SE): Stimulierte Emission
Excited State Absorption (ESA): Absorption der angeregten Zusta¨nde
Der GSB weist dabei negative Amplituden (∆OD < 0) auf, da nach der Anregung die
Population des Grundzustands abgenommen hat und somit weniger Moleku¨le diese spe-
ziellen Frequenzen absorbieren ko¨nnen als zuvor. Ebenfalls werden im Fall auftretender
SE negative Amplituden beobachtet, da das transmittierte Abfragelicht im spektralen
Bereich der Fluoreszenz aufgrund stimulierter Emission versta¨rkt wird. Die positiven
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Abb. 2.1.: Schematische Darstellung der transienten Absorptionsspektroskopie anhand eines
typischen Jablonski-Schemas fu¨r ein organisches Moleku¨l mit einem Singulett Grundzustand
|S0〉a. Mit einem intensiven und im interessierenden Zeitbereich zeitlich sehr kurzen Lichtpuls
wird die zu untersuchende Substanz elektronisch angeregt, so dass deutlich erho¨hte Konzentra-
tionen an transienten Spezies (hier: Angeregter Singulett- und Triplett-Zustand) erzeugt wer-
den. Dem angeregten Probevolumen wird nun ein zeitabha¨ngiger Abfragelichtpuls u¨berlagert,
das aus einem Weisslichtkontinuum besteht, so dass die erzeugten transienten Spezies je nach
Resonanzbedingung fu¨r die Singulett-Singulett- bzw. Triplett-Triplett-U¨berga¨nge Bereiche des
Weisslichtkontinuums absorbieren.
aIn diesem Jablonski-Termschema-Schema sind die ratenbestimmenden Schritte als Pfeile eingezeich-
net, so dass knr und kr-ISC die nicht strahlenden Prozesse Internal Conversion (IC) bzw. Intersystem
Crossing (ISC) gefolgt von Internal Vibrational Relaxation (IVR) zusammenfassen. Mit kr und k
′
r
werden die spinerlaubten bzw. die spinverbotenen strahlenden Prozesse gemeint.
Beitra¨ge (∆OD > 0) in den TA-Spektren ru¨hren alleine von der ESA her, da dort reso-
nante U¨berga¨nge aus den angeregten Zusta¨nden in energetisch ho¨here liegende Zusta¨nde
auftreten.
Die Signatur des GSB kann als ein Maß dafu¨r angesehen werden, welcher Anteil an
Grundzustandsmoleku¨len in einem Intermediat oder einem Produkt einer photochemi-
schen Reaktion u¨bergegangen ist. Ein nicht vollsta¨ndig zuru¨ckkehrendes GSB, deutet
auf einen Verlustkanal innerhalb der photoinduzierten Reaktion hin.
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Funktionsweise einer Streak Camera als Analysator fu¨r Lichtpulse: Zeitlich und
spektral
Eine (SC) ist ein Gera¨t, das schnelle Lichtpha¨nomene vermessen kann. Es gibt derzeit
SC-Typen die bis in den fs-Bereich auflo¨sen ko¨nnen. Eine SC liefert mit einer einzelnen
Messung eine vollsta¨ndige Datenmatrix, in der Intensita¨t gegen Zeit und gegen Position
bzw. Wellenla¨nge korreliert vorliegen. SCs bieten in Kombination mit einem Spektro-
graph somit ein zweidimensionales Verfahren, das simultan die Zeitabha¨ngigkeit von
unterschiedlichen Lichtkana¨len messen kann. Es gibt keinerlei andere Gera¨te mit einer
besseren Zeitauflo¨sung als SCs, die auf direkte Weise schnelle Lichtpha¨nomene messen
ko¨nnen. Abbildung 2.2 zeigt schematisch die Funktionsweise einer SC. Der zu analysie-
rende Lichtpuls wird vor dem Eintreffen in die SC mittels eines Spektrographen spektral
dispergiert und anschließend u¨ber einen horizontalen Spalt und ein Linsensystem auf
die Photokathode der SC in der horizontalen Ebene abgebildet. Das Zeitverhalten des
Lichtpulses ist in Abbildung 2.2 mit t1 bis t3 gekennzeichnet. Der einfallende Lichtpuls
trifft auf die Photokathode. Dort wird der Photonenpuls in eine Elektronenwolke kon-
vertiert. Die Anzahl an erzeugten Elektronen ist dabei proportional zur Lichtintensita¨t.
Die Elektronenwolke wird anschließend durch eine Elektronenoptik beschleunigt und
zwischen zwei Ablenkelektroden gegen einen Micro-Channel Plate (MCP) geschossen.
Wird dabei im Focus Mode (siehe Abbildung 2.2 (A)) gearbeitet, werden die Elektronen
nicht aus ihrer vertikalen Position heraus abgelenkt, sondern werden in einem horizon-
talen Spektrum am MCP aufintergiert. Arbeitet man jedoch im Operate Mode (siehe
Abbildung 2.2 (B)) wird eine zeitabha¨ngige Hochspannung an den Ablenkelektroden
angelegt, die mit dem eintreffenden Lichtpuls synchronisiert ist, so dass es zu einer Ab-
lenkung der Elektronen kommt (von oben nach unten u¨ber das MCP). Wa¨hrend der
Ablenkung werden zu leicht unterschiedlichen Zeiten eintreffende Elektronen in leicht
unterschiedlichen Winkeln in vertikaler Richtung abgelenkt und treffen somit an unter-
schiedlichen Orten (korreliert mit ihrem zeitlichen Eintreffen) auf das MCP. Im MCP
werden die Elektronen mehrere tausend mal vervielfacht und treffen dann auf einen
Phosphorschirm auf. Dort werden die Elektronen erneut in Licht umgewandelt. Der
leuchtende Phosphorschirm wird letztlich von einer Charge Coupled Device (CCD) Ka-
mera aufgenommen. Da die Zeitinformation des Pulses in eine vertikale Ortsauflo¨sung
und die Spektralinformation in eine horizontale Ortsauflo¨sung konvertiert wurde, erha¨lt
man zweidimensionale Daten-Matrizen, deren Zeilen Spektren zu bestimmten Zeiten und
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Abb. 2.2.: Operationsprinzip einer streak camera (SC). (A): Focus Mode. (B): Operate Mode.
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deren Spalten Zeitverla¨ufe zu bestimmten Wellenla¨ngen enthalten.
2.1.2. Experimenteller Aufbau
Das gesamte 2D-TA-Experiment wurde in einem bei 20±3℃ temperierten Raum aufge-
baut. Ein schematischer Abriss sowohl des optischen wie auch des Personal Computer
(PC) gesteuerten Aufbaus ist Abbildung 2.3 zu entnehmen. Als Anregungsquelle dient
ein Optical Paramagnetic Oscillator (OPO) (OPO, Continuum), der gepumpt wird von
2f
=
198
mm
2α = 30◦
RS232
USB
GPIBDatentransfer
GPIB
x
y
Spektrograph streak tube
CCD
Kamera
Xe-Blitzlampe
PC1
DC
PC2
Nd:YAG
OPO
Verschluss 1 (probe)
Verschluss 2 (pump)
Probe
Zylinderlinse
Teleskop
TS1TS2
TS3
S1
S2
P1-2
Abb. 2.3.: Experimenteller Aufbau des 2D transienten Absorptionsspektroskopie.
der Third Harmonic Generation (THG) eines Neodym doped Yttrium-Aluminium-
Garnet (Nd:YAG) bei 10 Hz (Surelite II, Continuum). Der OPO ist durchstimmbar
im Bereich von 430-680 nm mit Pulsenergien von 55± 0.5 mJ im Maximum des Durch-
stimmbereichs. Die Pulsenergien in den einzelnen Experimenten werden entweder mittels
Verzo¨gerung zwischen Blitzlampenpuls (Anregung des Nd:YAG-Stabes) und Triggerpuls
fu¨r den Q-Switch, Gu¨ter-Schalter, (QS) oder mittels Herabsetzung der Blitzlampenspan-
nung auf zwischen 5 und 10 mJ eingestellt (Die maximale Energie erha¨lt man bei einem
Delay von ∆tQS = 190µs
1). Die Einstellung der Anregungswellenla¨nge erfolgt u¨ber PC2
1∆tQS ist die Zeitdifferenz zwischen Blitzlampenpuls zur Anregung des Nd:YAG-Stabes und Trigger-
puls fu¨r den QS
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mittels serieller Schnittstelle (RS-232). Der Anregungspuls wird u¨ber 2 Prismem (P1-2),
einem einstellbaren Linsenteleskop zur Korrektur der Divergenz des OPOs und einem Sil-
berspiegel (S2) orthogonal zum Abfragestrahlengang auf die Probe geleitet. Zusa¨tzlich
ist ein elektronisch schaltbarer Verschluss (LS055, nmLaser) fu¨r hohe Pulsenergien in
den Anregungsstrahlengang zur gezielten Auskopplung nur eines einzelnen Laserpulses
eingebaut.
Als Abfragelichtquelle wird eine pulsbare 150 W Xe-Blitzlampe (MSP-05, Mu¨ller Ele-
ktronik-Optik) verwendet. Der Strahlengang fu¨r die Abfrage verla¨uft u¨ber eine dreifache
1 zu 1 Abbildung des Lichtbogens oberhalb der Kathodenspitze mittels torischer Spiegel
(TS1-3) (siehe Abschnitt 2.1.2).
Am Ort der ersten Abbildung befindet sich ein elektronisch schaltbarer Verschluss
(LS6ZM, Uniblitz) zur Unterdru¨ckung des Continuus Wave (CW) Anteils der Abfrage-
lampe. Somit ko¨nnen empfindliche Proben - also Proben, die photochemisch entweder
in einen langlebigen Zustand u¨berfu¨hrt werden ko¨nnen oder aber u¨ber einen Verlustka-
nal degeneriert werden - schonender behandelt werden. Dies wiederum ermo¨glicht eine
Mittelung u¨ber eine gro¨ßere Anzahl an Messungen.
Am Ort der zweiten Abbildung ist die Probe platziert. Als Probezellen werden Fluores-
zenz-Ku¨vetten aus Quartzglas verwendet, welche in einem eigens dafu¨r angefertigten
Ku¨vettenhalter mit entsprechenden Blenden eingesetzt werden ko¨nnen. Der gesamte Ku¨-
vettenhalter befindet sich auf zwei senkrecht aufeinander stehenden Verschiebetischen,
was eine pra¨zise Positionierung der Probe im Abfragestrahl fu¨r ein optimales Signal
ermo¨glicht. Die Abfrageschichtdicke betra¨gt bei allen verwendeten Ku¨vetten 10 mm.
Entlang der Anregungsachse ko¨nnen derzeit Schichtdicken von 2 und 10 mm verwendet
werden. Im Fall der Anregung u¨ber 10 mm wird der Abfragestrahlengang parallel zum
Ku¨vettenfenster, welches der Anregung zugewandt ist, durch das Anregungsvolumen
gefu¨hrt, um die maximale transiente Konzentration abzufragen. Durch die orthogonale
Strahlfu¨hrung fu¨r Anregung und Abfrage ergibt sich bei Kinetiken erster Ordnung ein
Fehler von unterhalb von 1.5 %, falls die vermessene Probe eine optische Dichte von we-
niger als 0.5 bei der Anregungswellenla¨nge aufweist. Eine detailliertere Diskussion u¨ber
die verschieden Anregungsgeometrien ist in der Dissertation von Herrn Wajih Al-Soufi
zu finden [AS91].
Am Ort der dritten Abbildung erfolgt die spektrale und zeitliche Analyse des Abfra-
gepulses mittels einer Kombination aus Spektrograph (Bruker 250is, Gitter: 100 Linien ·
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mm−1, Bruker Optics) und SC (C7700, Hamamatsu Photonics). Die SC besteht aus zwei
Teilen. Zum einen die streak tube, die ein Bild auf einem Phosphorschirm erzeugt, und
zum anderen eine CCD-Kamera (ORCA-CR, Hamamatsu Photonics), welche dieses Bild
digitalisiert. Einstellungen sowohl am Spektrograph als auch an der SC werden u¨ber die
Herstellersoftware (HPD-TA, Hamamatsu Photonics) von PC1 aus via General Purpose
Interface Bus (GPIB) geta¨tigt. Die SC hat Detektionsfenster von 500 ps bis zu 10 ms.
In dem hier geschilderten 2D-TA Aufbau sind jedoch nur Detektionsfenster von 500 ns
bis hin zu 10 ms sinnvoll, da die Photonendichte des Weißlichtpulses fu¨r Zeitbereiche
kleiner 500 ns nicht mehr fu¨r ein ausreichendes Signal zu Rausch-Verha¨ltnis fu¨hrt. Das
Auslesen der CCD-Kameradaten erfolgt ebenfalls u¨ber die Herstellersoftware (HPD-TA,
Hamamatsu Photonics) von PC1 aus via einer RS-422A Datentransferverbindung in eine
Frame Grabber Karte (PC-DIG).
Der gesamte Messablauf wird von einem eigens dafu¨r gebauten Delay-Controller
(DC) gesteuert, der via PC2 programmiert und gestartet wird. Das Kernstu¨ck des
DC ist ein Complex Programmable Logic Device (CPLD)-Patterngenerator, der einen
,,schnellen” Ablaufzyklus einen First In First Out (FIFO) mit einer Speichertiefe von
131072 Adressen ansteuert. An den Adressen kann ein 8 bit Wert geschrieben werden, der
den Pegel von acht Kana¨le (Ch0. . .Ch7) beschreibt. Die Logik ist dabei immer ,,low”-
aktiv und startet immer mit allen Kana¨len auf logisch 1. Im ,,schnellen” Ablaufzyklus
wird der FIFO mit einer einstellbaren Taktfrequenz fn abgearbeitet. Die Taktfrequenz
wird dabei von der Frequenz f0 eines Referenz-Oszillators, einem Schwingquarz, abge-
leitet. Diese betra¨gt typischerweise 80 MHz (in diesem DC betra¨gt sie 76.76 MHz). Die
einstellbare Taktfrequenz la¨sst sich mittels
fn =
f0
2n−1
mit n = 1, 2, . . . , 8 (2.2)
berechnen, wobei n der Teilerfaktor fu¨r die gesamte Zeitbasis darstellt. Somit sind Takt-
frequenzen von 76.76 MHz bis 0.6 MHz mit entsprechenden Zeitbasen von 1.7 ms bis
218.4 ms einstellbar. Es wird typischerweise mit einer Zeitbasis von 13700µs und einer
Auflo¨sung von 0.1µs gearbeitet, was eine mehr als ausreichende zeitliche Pra¨zision fu¨r
die 2D-TA darstellt. Zusa¨tzlich existiert ein zweiter ,,langsamer” Ablaufzyklus, der mit
einer kleineren Taktfrequenz fv =
f0
4096
= 18.74 kHz einen kleineren Speicher innerhalb
des CPLDs abarbeitet. Die Zeitauflo¨sung betra¨gt hier 53µs und ist fu¨r die Steuerung
der tra¨gen optischen Verschlu¨sse (siehe Abbildung 2.5) ausreichend. Der DC besitzt so-
mit insgesamt neun Ausga¨nge, welche die in Tabelle 2.1 aufgefu¨hrten Charakteristika
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aufweisen. Der DC kann prinzipiell im Einzelschuss- und Repetitionsmodus betrieben
Kanal-Nr. Beschriftung Impedanz Pulsbreite angesteuertes Gera¨t
Ch0 50 Ω-5 50 Ω 10.2µs Nd:YAG (Blitzlampe)
Ch0 50 Ω-6 50 Ω 10.2µs Nd:YAG (Q-Switch)
50 Ω-5 und 50 Ω-6 werden zusammengefu¨hrt, so dass der zeitliche Abstand ∆
die Breite der Einhu¨llenden darstellt.
Ch1 50 Ω-4 50 Ω 2.2µs SC (GATE)
Ch2 50 Ω-3 50 Ω 2.2µs SC (TRIGGER)
Ch3 50 Ω-2 50 Ω 2.2µs frei
Ch4 50 Ω-1 50 Ω 2.2µs frei
Ch5 TTL-3 1 MΩ variabel Xe-Blitzlampe
Ch6 TTL-2 1 MΩ variabel/invertiert Peristaltikpumpe
Ch7 TTL-1 1 MΩ variabel/invertiert frei
Ch8a Aux 1 MΩ variabel Verschluss (probe)
Ch8b Aux 1 MΩ variabel Verschluss (pump)
Tab. 2.1.: Charakteristika der neun Ausga¨nge am Delay-Controller.
werden. Die Repetitionsfrequenz fr fu¨r die interne Triggerung eines einzelnen FIFO-
Durchlaufs wird dabei ebenfalls von der Frequenz des Referenz-Oszillators f0 abgeleitet.
Einstellbare Werte liegen zwischen 4.6 Hz bis 1.2 MHz. Im 2D-TA Experiment wurde
eine Grundfrequenz von 10 Hz fu¨r eine optimale Funktionsweise des Nd:YAG Lasers
gewa¨hlt. Des Weiteren ist im Repetitionsmodus des DCs vorgesehen, dass zu der stan-
dardma¨ßigen FIFO-Ausgabe, die mit der konstanten Frequenz fr ausgelo¨st wird, eine
von maximal fu¨nf weiteren vorprogrammierten Masken durch den Benutzer gesteuert
einmal geladen und durchgefu¨hrt werden kann. So ist es mo¨glich, wa¨hrend der Laser mit
seiner optimalen Frequenz durchla¨uft, zusa¨tzliche Triggersignale in gro¨ßeren zeitlichen
Absta¨nden unabha¨ngig von der Grundfrequenz zu generieren. Dies ermo¨glicht es die SC
im Einzelschussmodus zu verwenden, was fu¨r TA Messungen zwingend notwendig ist. In
Abbildung 2.4 ist schematisch der zeitliche Ablauf des 2D-TA Experiments dargestellt.
Die komplette Steuerung erfolgt durch ein selbst geschriebenes LabView-Programm.
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Abb. 2.4.: Schematischer zeitlicher Ablauf des 2D-TA Experiments gesteuert u¨ber den DC.
Von oben nach unten sind die im DC zur Verfu¨gung gestellten Triggerausga¨nge mit der entspre-
chenden zeitlichen Programmierung dargestellt. Ob ein programmierter Puls in einem Kanal
durchgefu¨hrt wird, ha¨ngt von der entsprechenden Maskierung ab, die jeweils rechts daneben
abgebildet ist (gru¨n = aktiv; rot = inaktiv). Die Standard Maske ist M0 und wird mit 10 Hz
abgerufen. In dieser Maske ist lediglich die Triggerung des Lasers aktiv. Zur Durchfu¨hrung
des Experiments werden nun im zeitlichen Abstand von zwei oder mehr Sekunden zusa¨tzliche
Masken eingespielt, welche die Aufnahme der vier mo¨glichen Messungen (M1 = DATA =
pump + probe + sample volume change, M3 = MONITOR = probe + sample volume change,
M2 = EMISSION = pump + sample volume change und M4 = DARK = dark current) im
Einzelschussmodus bewerkstelligen.
Folgende Punkte sind fu¨r die zeitliche Abstimmung des 2D-TA Experiments wichtig:
1. Die beiden optischen Verschlu¨sse sind zeitlich sehr tra¨ge und mu¨ssen daher min-
destens 4 ms vor Triggerung der SC geo¨ffnet werden. Der Aux-Ausgang generiert
zwei gleich lange Pulse, dessen Pulsbreiten die O¨ffnungszeiten der Verschlu¨sse be-
stimmen (siehe Abbildung 2.5).
2. Die SC wird im GATE-Modus zur Minimierung des Untergrundrauschens betrie-
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ben. Es ist darauf zu achten, dass das GATE 1 bis max. 10µs vor der Triggerung
des SWEEPS geschaltet wird.
3. Die Triggerung der zu analysierenden optischen Ereignisse (pump und probe) ha¨ngt
vom eingestellten Messzeitfenster der SC ab. Die Verzo¨gerungszeiten liegen im Be-
reich von 145 ns und 12 ms und mu¨ssen aufgrund der verwendeten unterschiedlichen
Kabella¨ngen entsprechend feinjustiert werden.
4. Der zeitliche Abstand zwischen der Triggerung der Xe-Blitzlampe und dem tat-
sa¨chlichen Laser-Ereignis ist optimal bei ∼ 500µs. Bei diesen Bedingungen liegt
der Laserpuls zu Beginn des zeitlichen Weißlichtplateaus der Xe-Blitzlampe.
5. Die Pulsbreite des Triggerpulses fu¨r die Xe-Blitzlampe muss bei > 800µs liegen,
da ansonsten der Puls nicht registriert wird.
6. Durch die Pulsbreite des Triggerpulses fu¨r den Nd:YAG Laser la¨sst sich die Puls-
energie fu¨r die Anregung einstellen. Der optimale Wert fu¨r maximale Energie liegt
bei 190µs.
7. Sollte eine Durchfluss-Ku¨vette verwendet werden, welche pulsweise das Probevolu-
men nach jeder Messung weiter dru¨ckt, sollte die Triggerung der Pumpe erst nach
dem Messfenster erfolgen.
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Abb. 2.5.: O¨ffnungszeiten der optischen Verschlu¨sse 1 (probe) (A) und 2 (pump) (B) in
Abha¨ngigkeit der Pulsbreite des angelegten Triggerpuls. Die Messungen der O¨ffnungszeiten er-
folgte u¨ber die Abbildung einer Wolframlampe durch den jeweiligen Verschluss auf eine Photo-
diode. Das Photodiodensignal wurde von einem Digitalspeicheroszilloskop (DSO) (Tektronix)
aufgezeichnet. Dunkle Linien: Photodiodensignal. Blasse Linien: Angelegter Triggerpuls.
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Torische Spiegel fu¨r den Detektionsstrahlengang
Spha¨rische Hohlspiegel zeigen bei gewinkelter Strahlfu¨hrung Astigmatismus als Bildfeh-
ler. Dies bedeutet, dass ein Punkt in zwei strichfo¨rmige Bilder in zwei unterschiedlichen
Bildebenen abgebildet wird [Nau60]. Schleift man nun den Hohlspiegel von vornherein
so, dass die Kru¨mmungsradien in zwei senkrechten Schnitten verschieden sind (Tori-
scher Spiegel), lassen sich unter einem bestimmten Winkel die effektiven Brennweiten
wieder zur Deckung bringen. Ist f die gewu¨nschte Brennweite, und spannen Gegen-
stand, Mittelpunkt des Spiegels und Objekt einen Winkel 2α auf, dann ergeben sich fu¨r
die Kru¨mmungsradien bei einer von Astigmatismus freien Abbildung r1 =
2f
cos(α)
(in
der Ebene) und r2 = 2f cos(α) (senkrecht zur Ebene). Dies gilt fu¨r einen Abbildungs-
maßstab nahe 1. Die in dieser Arbeit verwendeten torischen Spiegel sind nachtra¨glich
mit Aluminium bedampfte Brillenglasrohlinge der Firma Rodenstock, die uns freundli-
cherweise geschenkt worden sind. Die beiden Radien der torischen Spiegel betragen ca.
r1 = 205 mm und r2 = 191 mm, was in einer Brennweite f von 99 mm und einem Win-
kel α von 15 ◦ resultiert. Der Durchmesser eines torischen Spiegels betra¨gt 75 mm. Dies
fu¨hrt bei einer relativen Apertur (auch f -number genannt) von 4 des verwendeten Spek-
trographen zum vollsta¨ndigen Ausleuchten des Gitters und bietet somit eine maximale
spektrale Auflo¨sung von besser als 3 nm u¨ber den Bereich von 300 bis 750 nm.
Berechnung der 2D transienten Absorption
U¨blicherweise wird ein einzelner Datensatz der 2D-TA aus vier Bildern berechnet, die
meist mit einer Frequenz von 0.5 Hz aufgenommen werden:
• Ein Bild mit Blitzlampe und Laser (IDATA);
• ein Bild ohne einfallendes Licht (IDARK);
• ein Bild nur mit der Blitzlampe (IMONITOR);
• und ein Bild nur mit dem Laser (IEMISSION).
Die erzeugten Daten sind meist Mittelungen u¨ber 100 individuelle Einzelmessungen im
entsprechenden Zeitfenster. Die Zeitauflo¨sung in Zeitfenstern von ≤ 1µs wird durch
die Laserpulsbreite bestimmt und betra¨gt etwa 15 ns. Bei Zeitfenstern > 1µs wird die
Zeitauflo¨sung von der SC bestimmt. Fu¨r die Berechnung der 2D-TA wird ein in der
Programmiersprache C selbst geschriebenes Programm verwendet, welches u¨ber eine
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LabView Benutzeroberfla¨che gesteuert wird. Dieses Programm sieht mehrere Mo¨glich-
keiten fu¨r die Verarbeitung der individuellen Einzelmessungen vor, je nach dem, ob
Korrekturmessungen bezu¨glich der Emission und/oder des Hintergrunds durchgefu¨hrt
wurden. Allgemein lautet die Berechnungsformel
∆A(λ, t) = − log

N∑
i
(
IDATAi − IEMISSIONi
)
N∑
i
(
IMONITORi − IDARKi
)
 , (2.3)
wobei N die Gesamtzahl aller Messsequenzen darstellt. Sollen keinerlei Korrekturen
erfolgen fallen IDARKi und I
EMISSION
i weg. Ist keine Korrektur bezu¨glich der Emission
erwu¨nscht, werden in der Differenz
∑N
i (I
DATA
i − IEMISSIONi ) die Emissionsdaten durch
IDARK ersetzt.
Weiterhin ist in dem Programm eine Jitter-Korrektur Routine implementiert. Diese
Routine berechnet in einem gegebenen Bereich innerhalb der Datenmatrizen und ab
einem gegebenen Schwellwert den Gewichtungsschwerpunkt eines dominanten Signals,
wie z.B. des Laserpulses, nach folgender Formel:
Gewichtungsschwerpunkt = lroundf

m∑
j
n∑
k
j ·Djk
m∑
j
n∑
k
Djk
 , (2.4)
wobei Djk ein Datenbereich innerhalb der gesamten Datenmatrix mit dem Zeitbereich
vom Index j bis m und dem Spektralbereich vom Index k bis n ist. Basierend auf die-
sen Gewichtungsschwerpunkten kann dann zusa¨tzlich eine Jitter-Korrektur durchgefu¨hrt
werden, in dem alle Bilder entsprechend beschnitten und auf den zeitlich ku¨rzesten Ge-
wichtungsschwerpunkt zusammengeschoben werden.
2.1.3. Datenanalyse - Global Fit
Eine Datenmatrix zeitaufgelo¨ster spektroskopischer Daten A(t, λ) besteht aus einer
Summe von Spektren verschiedener Spezies, wobei angenommen wird, dass das Spek-
trum einer einzelnen Spezies Si(λ) sich nicht mit der Zeit a¨ndert, sondern nur dessen
Gewichtungsfaktor bzw. dessen Konzentration Ci(t). Dies ist eine sehr gute Annahme
fu¨r Messungen im Zeitbereich von einigen ns und gro¨ßer, da spektrale Verschiebungen
aufgrund von Lo¨sungsmittelrelaxationen u¨blicherweise im fs- bis ps-Bereich beobachtet
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werden. Bei einer Gesamtzahl von N beteiligten Spezies, wobei Spezies N zum einen
die Ausgangsspezies (vor der Anregung) und zum anderen auch die Endspezies (bei An-
nahme eines reversiblen Photozyklus) sein soll, ist die Absorption des Systems zu jedem
Zeitpunkt gegeben durch
A(t, λ) =
N∑
i=1
Ci(t)Si(λ) (2.5)
mit der Zusatzbedingung, dass die Summe der Konzentrationen
N∑
i=1
Ci(t) = C0 (2.6)
konstant ist (In Abbildung 2.6 ist Gleichung 2.5 in Matrixform wiedergegeben.). C0
A
λ
t
C
i
t S
λ
i
Abb. 2.6.: Graphische Representation der Gleichung 2.5 in Matrixform.
ist die Gesamtkonzentration aller Spezies und gleichzeitig die Anfangskonzentration an
Spezies N vor der Anregung. Bei transienten Absorptionsmessungen ist in der Regel die
Probe vor der Anregung die Referenz, so dass fu¨r die Absorptionsa¨nderung dann
∆A(t, λ) = A(t, λ)−A(0, λ) =
N∑
i=1
Ci(t)Si(λ)−C0SN(λ)
∆A(t, λ) =
N∑
i=1
C˜i(t)Si(λ) mit C˜i(t) =
 Ci(t) i 6= NCN(t)−C0 i = N (2.7)
gilt. Unter Verwendung von Gleichung 2.6 kann man jedoch auch
∆A(t, λ) =
N∑
i=1
Ci(t)Si(λ)−C0SN(λ)
=
N∑
i=1
Ci(t)Si(λ)−
N∑
i=1
Ci(t)SN(λ)
∆A(t, λ) =
N−1∑
i=1
Ci(t) (Si(λ)− SN(λ))︸ ︷︷ ︸
=SADS
(2.8)
schreiben, wobei nun der Klammerausdruck in Gleichung 2.8 das so genannten Species
Associated Difference Spectrum (SADS) der Spezies i darstellt, und die Funktionen
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Allgemeines sequentielles Schema
mit unimolekularen Schritten
Cj(t) =
N∑
m=1
exp(−km(t− t0))Mmj =
N∑
m=1
Fm(t)Mmj
C F
M
lineare Parameter
nicht-lineare Parameter
Abb. 2.7.: Beispiel eines allgemeinen sequentiellen Schemas mit unimolekularen Schritten,
dessen Lo¨sung eine Summe von exp-Funktionen ist. Zusa¨tzlich ist eine graphische Representa-
tion der Gleichung 2.9 in Matrixform gegeben.
Ci(t) die Konzentrationsverla¨ufe jeder Spezies i wiedergibt. Wird die Annahme gemacht,
dass es sich nur um unimolekulare Reaktionsschritte (siehe Abbildung 2.7) handelt, so
bestehen die Ci(t) aus einer Summe von Exponentialfunktionen (Die Herleitung hierfu¨r
ist in [Sac71] zu finden.):
Ci(t) =
N∑
j=1
exp
(− kj(t− t0))Mji = N∑
j=1
Fi(t)Mji (2.9)
Somit tragen prinzipiell alle Ratenkonstanten zu allen Konzentrationsverla¨ufen aller Spe-
zies bei. Sind allgemein gesprochen N Spezies beteiligt, die sich allesamt in einander
u¨bergehen ko¨nnen, so sind N(N − 1) Ratenkonstanten mo¨glich. Allerdings sind nur N
Kombinationen dieser messbar.
Im Folgenden sei auf ein aus N konsekutiven Schritten bestehendes Reaktionsmodell
na¨her eingegangen, in welchem die N -te Spezies den Dunkelzustand symbolisiert. In
solch einem Fall gibt es dann N − 1 Ratenkonstanten. Der Dunkelzustand sei nur mit
einem kurzen Lichtpuls depopuliert, also k0 =∞, und von alleine wandelt er sich nicht
um, also gilt kN = 0. Durch Einsetzen eines solchen Modells in Gleichung 2.7 erha¨lt man
∆A(t, λ) =
N∑
i=1
N∑
j=1
exp
(− kj(t− t0))MjiSi(λ) = N∑
j=1
exp
(− kj(t− t0)) N∑
i=1
MjiSi(λ)︸ ︷︷ ︸
=Dj(λ)
=
N∑
j=1
exp
(− kj(t− t0))Dj(λ), (2.10)
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wobei das Dj(λ) als das DADS definiert wird und eine Linearkombination aller gesuchten
Speziesspektren darstellt. Dieses Spektrum beinhaltet also denjenigen Anteil der tran-
sienten Absorption, dessen Dynamik durch die Ratenkonstante kj gegeben ist. Dabei
zeigen positive Amplituden zerfallende Spezies und negative Amplituden entstehende
Spezies an. Die DADS Dj(λ) ergeben sich durch einen multiexponentiellen globalen Fit
an die Daten. Der Fit liefert ein eindeutiges Ergebnis, dessen Qualita¨t an den Residuen
(Abweichung zwischen Fitkurve und gemessenen Daten) bewertet werden kann.
Die Dj(λ) sind nun eine Linearkombination der gesuchten Species Associated Spectra
(SAS) gegeben durch
Dj(λ) =
N∑
i=1
MjiSi(λ). (2.11)
Die Koeffizienten Mji spiegeln dabei den zugrunde liegenden Reaktionsmechanismus wi-
der. Mo¨gliche Reaktionsmechanismen wa¨ren z.B. parallele Reaktionen, Zerfallssequen-
zen oder auch Gleichgewichtseinstellungen. Festzuhalten bleibt an dieser Stelle, dass
die exakten Ratenkonstanten des vorliegenden Reaktionsmechanismus und somit auch
eine exakte Zerlegung der Datenmatrix A(t, λ) in seine absoluten SAS und entsprechen-
den Konzentrationszeitprofile sich grundsa¨tzlich nicht durch den multiexponentiellen Fit
bestimmen lassen, da jede Variation der Mji nichts an der Summe der kleinsten Feh-
lerquadrate a¨ndert. Abbildung 2.8 macht noch einmal deutlich, dass die Zerlegung der
Datenmatrix A(t, λ) nicht eindeutig ist. Will man Gleichung 2.11 somit nach seinen SAS
auflo¨sen, so sind Zusatzannahmen zwingend erforderlich.
A C
M M−1 S
C′ S′
= 1
Abb. 2.8.: Die Zerlegung der Datenmatrix A(t, λ) in seine absoluten Species Associated
Spectra (SAS) S(λ) und entsprechenden Konzentrationszeitprofile C(t) ist grundsa¨tzlich nicht
eindeutig.
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Global Fit - Algorithmus
Wie in Abschnitt 2.1.3 bereits beschrieben wurde, werden im Fall der 2D-TA zweidi-
mensionale Datensa¨tze erhalten, welche mit Hilfe von Modellfunktionen fu¨r mo¨gliche
Interpretationen beschrieben werden sollen. Gegeben ist zum einen die Datenmatrix
A ∈ Rm×n, deren Spalten n die zeitliche und Zeilen m die wellenla¨ngenabha¨ngige Infor-
mation beinhalten, und zum anderen eine Modellfunktionsmatrix F(a) ∈ Rm×k, welche
in ihren Spalten k die jeweiligen Dynamikfunktion der entsprechenden Komponente
entlang der Zeilen m entha¨lt. Die jeweilige Dynamikfunktion ha¨ngt wiederum von ent-
sprechenden nichtlinearen Parametern ab, die im Parametervektor a vorliegen. Im Pro-
gramm GlobFit sind derzeit Exponentialfunktionen (als Kinetikmodell) gefalten mit
einer Gauss-Funktion (als Apparatefunktionsmodell) implementiert. Auch vorgesehen
ist eine konstante Funktion, falls Datensa¨tze vorliegen, in denen sich aufgrund von Pho-
todegeneration die Grundlinie mit der Messzeit vera¨ndert hat. Denn dieses fu¨hrt dazu,
dass spektrale A¨nderungen bereits vor der Initiierung der zu beobachteten Photoreaktion
auftreten, die eine konstante Dynamik aufweisen.
Ziel ist es die Spektrenmatrix X ∈ Rk×n, welche in ihren Zeilen k die jeweiligen DADS
der entsprechenden Komponente entlang der Spalten n beinhaltet, bei gleichzeitiger
Optimierung der Parameter im Vektor a zu ermitteln. Das zu minimierende Problem ist
somit gegeben durch:
a? = min
a
{Y (a)} (2.12)
mit
Y (a) = χ2 =
m∑
i=1
n∑
j=1
(
yij(a)
σij
)2
(2.13)
und mit
yij(a) = (A−AModell(a))ij = (A− F(a)X︸ ︷︷ ︸
=f(a)
)ij,
wobei typischerweise ein einheitlicher Fehler σij = 1.0 angenommen wird. Die Funk-
tion kleinster Fehlerquadrate besteht sowohl aus einem linearen als auch aus einem
nichtlinearen Problem (siehe Abbildung 2.9). Eine Lo¨sung wird in einem iterativen Ver-
fahren erhalten. In einem Iterationszyklus wird geschachtelt bei anfa¨nglich gescha¨tztem
a das lineare Problem und das nichtlineare Problem gelo¨st, um die optimalen Para-
meter a der Modellfunktionen zu erhalten. Das Lo¨sen des linearen Problems geschieht
u¨ber eine Standard-subroutine DGELS() aus der LAPACK-Bibliothek (LAPACK-3.1.1,
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Gesucht ist Matrix X
Methode: ,,Linear least squares”
χ2 = |A− FX|2 = f(a)
Minimierung nach den nicht-linearen Parametern im Vektor a
A F
X
Abb. 2.9.: Lineares vs. nichtlineares Problem.
siehe auch ,,LAPACK User’s Guide” [And+99]), welche das u¨berbestimmte reelle linea-
re Gleichungssystem unter Verwendung einer QR- oder LQ-Faktorisierung der Matirx
F, welche vollen Rang hat, lo¨st. Das nichtlineare Problem kann durch allgemeine sehr
effiziente Optimierungsmethoden gelo¨st werden [MNT04]. Der in dieser Arbeit verwen-
dete Algorithmus basiert auf einem geda¨mpften Gauss-Newton Verfahren, das zu-
erst von Levenberg (1944) und spa¨ter von Marquardt vorgeschlagen wurde [Lev44;
Mar63]. Es handelt sich genau genommen um eine weitere Abwandlung des Levenberg-
Marquardt-Algorithmus nach [MNT04], welcher im Allgemeinen den urspru¨nglichen
Algorithmus in Konvergenzgeschwindigkeit und Stabilita¨t u¨berragt. Eine genauere Be-
schreibung des Algorithmus ist im Anhang A.1 zu finden.
Der komplette Optimierungszyklus des Programms GlobFit ist in Abbildung 2.10
schematisch dargestellt. Die Berechnung der Modellmatrix DModell aus der Lo¨sungmatrix
X, welche spaltenweise die DADS der k Komponenten entha¨lt, und der Funktionsmatrix
F(a) erfolgt u¨ber:
AModell(a) = F(a)X. (2.14)
Der Gradienten-Vektor bezu¨glich der Parameter a ist aus k Matrizen Gk(a) aufgebaut
und wird numerisch nach folgender Gleichung berechnet:
Gk(a) =
AModell(ak + δ)−AModell(ak − δ)
2δ
, (2.15)
wobei AModell(ak ± δ) jeweils nach Gleichung 2.14 erfolgt, und δ typischerweise gleich
10.0e-10 gewa¨hlt wird.
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Algorithmus: Iteratives Lo¨sen
Berechne
F(k)
Lo¨se
min(|A− FX|2)
Konver-
genz?
NEIN
Variiere k
Scha¨tze k
JA
⇒ resultierendes X = DecayAssociatedDifferenceSpectra
Abb. 2.10.: Schematische Darstellung des iterativen Optimierungszyklus des globalen Fit-
Programms.
Exemplarische globale Analyse simulierter Datensa¨tze
Anhand von zwei simulierten Datensa¨tzen fu¨r eine 2D-TA wird exemplarisch die globale
Datenanalyse diskutiert. Fu¨r die Simulationen wird jeweils von einem photochemischen
Modellsystem bestehend aus vier Spezies ausgegangen. Es werden fu¨r dieses Modellsy-
stem zwei unterschiedliche kinetische Modelle (Modell 1 und Modell 2) betrachtet. Beide
Modelle umfassen dieselben vier Spezies (siehe Abbildung 2.12), deren Spektren durch
Gauss-Profile nach folgender allgemeiner Form beschrieben werden:
Sp(λ) =
Amp
w
√
pi
2
exp
(
−2
(
λ− λ0
w
)2)
(2.16)
Dabei steht Amp fu¨r die Fla¨che, w fu¨r die Halbwertsbreite und λ0 fu¨r die Lage des
Gauss-Profils. Fu¨r eine bessere Anschaulichkeit sollen alle vier Spektren die gleiche
Form haben, und die Lage der Spektren so gewa¨hlt werden, dass sie um mehr als ihre
Halbwertsbreite auseinander liegen.
Die jeweiligen kinetischen Modelle sind in Abbildung 2.11 dargestellt. In beiden Mo-
dellen ist zu Beginn ausschließlich der Grundzustand (GZ) mit einer Konzentration von
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GZ
A
hν
αk1
βk1
B
γk2
δk2
C
k3
Model 1
dxGZ(t)
dt
= −IRF(t) + βk1xA(t) + δk2xB(t) + k3xC(t)
dxA(t)
dt
= IRF(t)− k1xA(t)
dxB(t)
dt
= αk1xA(t)− k2xB(t)
dxC(t)
dt
= γk2xB(t)− k3xC(t)
Model 2
dxGZ(t)
dt
= −IRF(t) + βk1xA(t) + k3xC(t)
dxA(t)
dt
= IRF(t)− k1xA(t)
dxB(t)
dt
= αk1xA(t)− γk2xB(t) + δk2xC(t)
dxC(t)
dt
= γk2xB(t)− δk2xC(t)− k3xC(t)
GZ
A
hν
αk1
βk1
B
γk2
δk2
C
k3
mit α + β = γ + δ = 1 und IRF(t) =
f0
σ
√
2pi
exp
(
−1
2
(
t−t0
σ
)2)
Abb. 2.11.: Schematische Darstellung des kinetischen Modells mit den entsprechenden DGL-
Systeme fu¨r (Modell 1) und (Modell 2).
1 mol · L−1 vorhanden, so dass gilt:
xGZ(0) = 1 xA(0) = xB(0) = xC(0) = 0 (2.17)
cGZ(0) = 1 cA(0) = cB(0) = cC(0) = 0. (2.18)
Die Dynamik wird in beiden Fa¨llen durch einen kurzen Lichtpuls initiiert, der einen
Anteil f0 des GZ in die Spezies A anregt. In beiden Modellen zerfa¨llt die Spezies A
mit einem Anteil α in Spezies B und mit einem Anteil β zuru¨ck in den GZ. Die bei-
den Modelle unterscheiden sich ab den Prozessen ausgehend von Spezies B. In Modell
1 zerfa¨llt Spezies B mit einem Anteil γ in Spezies C und mit einem Anteil δ zuru¨ck in
den GZ. In Modell 2 dagegen besteht zwischen den Spezies B und C ein Gleichgewicht
mit den jeweiligen Anteilen γ fu¨r die Reaktion von B nach C und δ fu¨r die Reaktion
von C nach B. Die Spezies C zerfa¨llt schließlich in beiden Modellen zuru¨ck in den GZ.
In Abbildung 2.12 sind die eingesetzten Spektren, die zeitabha¨ngigen Molenbru¨che und
die entsprechenden Parameter der vier Spezies zu finden. Die Datensa¨tze werden gema¨ß
Gleichung 2.5 und Addition von Rauschen mit einer Standardabweichung von 0.05 er-
zeugt. Zusa¨tzlich wird das Grundzustandsspektrum von den Datenmatrizen subtrahiert,
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Parameter fu¨r S(λ)
λmax w Amp
Spezies
[nm] [nm] [OD · nm]
GZ 500 50 1000
A 700 50 1000
B 400 50 1000
C 600 50 1000
Parameter fu¨r C(t)
Parameter Modell 1 & 2
f0 0.5
σ [s] 2.0
t0 [s] 50
k1 [s
−1] 0.1
k2 [s
−1] 0.003
k3 [s
−1] 0.0001
α 0.6
γ 0.8
Abb. 2.12.: (S): Simulierte Gauss-Funktionen repra¨sentativ fu¨r die vier Spezies GZ, A, B
und C. (C): Zeitabha¨ngige Molenbru¨che xi(t) der jeweiligen Spezies simuliert entsprechend der
DGL-Systeme aus Abbildung 2.11. Durchgezogene Linien gelten fu¨r Modell 1 und gestrichelte
Linien fu¨r Modell 2. In den Tabellen sind die eingesetzten Parameter eingetragen.
um eine Differenzabsorption zu erhalten. Die Datensa¨tze fu¨r die beiden Modelle sind als
Falschfarbendarstellung in Abbildung 2.13 (D1) und (D2) gezeigt. Der Spektralbereich
erstreckt sich von 300 bis 800 nm und der Zeitbereich von 0 bis 500 s bei einem jeweiligen
Inkrement von 1.
Zu Beginn werden die beiden Datensa¨tze global gefittet. Als Zeitfunktionen dienen
einfache Exponentialfunktionen, die mit einer Gauss-Funktion als Antwortfunktion ge-
faltet werden. In beiden Fa¨llen sind mindestens drei Zeitfunktionen fu¨r eine sehr gute
Beschreibung der Daten notwendig (siehe Abbildung 2.13 (R1) und (R2)). Die dazu-
geho¨rigen DADS sind in Abbildung 2.13 dargestellt. In Abschnitt 2.1.3 wurde bereits
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Abb. 2.13.: Falschfarbendarstellung der simulierten Datensa¨tzen entsprechend der DGL-
Systeme aus Abbildung 2.11. (R1)-(R2): Residuen nach einem globalen Fit mit drei einfachen
Exponentialfunktionen gefalten mit einer Gauss-Funktion als Antwortfunktion. (DADS1):
DADS fu¨r Datensatz 1 mit τ1 = 10 s, τ2 = 333 s und τ3  500 s. (DADS2): DADS fu¨r
Datensatz 2 mit τ1 = 10 s, τ2 = 333 s und τ3  500 s.
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erla¨utert, dass die positiven Amplituden zerfallende Spezies und negative Amplituden
entstehende Spezies anzeigen. Anhand der beiden gewa¨hlten Simulationen wird dies sehr
deutlich veranschaulicht.
Zuerst seien die DADS fu¨r den Datensatz 1 betrachtet. Das DADS mit der ku¨rzesten
Lebensdauer von τ1 = 10 s zeigt eine positive Bande bei 700 nm und zwei negative
Banden bei 400 und 500 nm. Gema¨ß des gewa¨hlten Modell 1 zerfa¨llt demnach die mit
der Lichtanregung erzeugte Spezies A (λ0 = 700 nm) mit einer Lebensdauer von 10 s
zu einem Teil in Spezies B (λ0 = 400 nm) und zu einem anderen Teil die GZ-Spezies
(λ0 = 500 nm). Dieser Zerfall ist vollsta¨ndig, da in den weiteren DADS im Bereich um
700 nm keinerlei Signal mehr beobachtet wird. Im DADS mit τ2 = 333 s sind eine positive
Bande bei 400 nm und zwei negative Banden bei 500 und 600 nm zu erkennen. Mit einer
Lebensdauer von τ2 = 333 s zerfa¨llt demnach die zuvor gebildete Spezies B (λ0 = 400 nm)
zu einem Teil in die GZ-Spezies (λ0 = 500 nm) und zu einem Teil in Spezies C (λ0 =
600 nm). Das DADS, dessen Lebensdauer viel gro¨ßer als das Zeitfenster der Simulation
ist, zeigt schließlich durch eine positive Bande bei 600 nm und eine negative Bande bei
500 nm den U¨bergang von Spezies C (λ0 = 600 nm) ausschließlich in die GZ-Spezies
(λ0 = 500 nm).
Die Deutungen der DADS fu¨r den Datensatz 2 erfolgen analog. Modell 2 sieht bis hin
zur Bildung der Spezies B die gleichen Reaktionsschritte vor. Demzufolge gilt fu¨r das
DADS mit τ1 = 10 s die gleiche Aussage wie in Datensatz 1. Das DADS mit τ2 = 333 s
aus Datensatz 2 zeigt jedoch Unterschiede im Vergleich zum entsprechenden DADS aus
Datensatz 1. Es liegt hier neben der positiven Bande bei 400 nm nur noch eine negative
Bande bei 600 nm vor. Es wird somit ersichtlich, dass die Spezies B (λ0 = 400 nm)
in diesem Fall nicht mehr zu einem Teil in die GZ-Spezies, sondern ausschließlich in
die Spezies C (λ0 = 600 nm) zerfa¨llt. Das DADS mit τ  500 s besitzt zwei positive
Banden bei 400 und 600 nm und eine negative Bande bei 500 nm. Im Vergleich zum
entsprechenden DADS aus Datensatz 1 wird hier ersichtlich, dass sowohl Spezies B
(λ0 = 400 nm) als auch Spezies C (λ0 = 600 nm) auf der gleichen Zeitskala in die GZ-
Spezies zerfallen. Gema¨ß des gewa¨hlten Modell 2 wird durch die beiden positiven Banden
deutlich, dass sich Spezies B und C in einem Gleichgewicht befinden.
Im na¨chsten Schritt der Analyse werden entsprechend der verwendeten Modelle aus
den jeweiligen DADS die SAS ermittelt. Fu¨r eine vereinfachte Analyse beider Datensa¨tze
wurden die Ratenkonstanten so gewa¨hlt, dass sie sich um einen Faktor von mehr als 30
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zueinander unterscheiden. Dadurch tragen in jedem einzelnen DADS nur diejenigen SAS
bei, die am jeweiligen Reaktionsschritt entweder als Edukt oder als Produkt beteiligt
sind. Entsprechend der gewa¨hlten Modelle findet man folgende Beziehung zwischen den
DADS Di und den SAS SI:
Modell 1:
D1 = SA − αSB − xβSGS
D2 = αSB − αγSC − xαδSGS
D3 = αγSC − xαγSGS
 ⇒

SA = D1 + D2 + D3 + xSGS
SB =
D2+D3
α
+ xSGS
SC =
D3
αγ
+ xSGS
(2.19)
Modell 2:
D1 = SA − αSB − xβSGS
D2 = αγSB − αγSC
D3 = αγSC + αδSB − xαSGS
 ⇒

SA = D1 + D2 + D3 + xSGS
SB =
D2+D3
α
+ xSGS
SC =
1
α
(
− δ
γ
D2 + D3
)
+ xSGS
(2.20)
Das x stellt dabei einen unbekannten Anteil der GZ-Population dar, der in die Spezies
A angeregt wird. Es zeigt sich, dass SA und SB in beiden Modellen in gleicher Weise von
den jeweiligen DADS abha¨ngen, wa¨hrend SC eine unterschiedliche Abha¨ngigkeit von den
DADS aufweist. Des Weiteren zeigt sich, dass die SAS in beiden Modellen nicht eindeu-
tig bestimmt sind. Modell 1 hat mit x, α und γ drei Unbekannte. In Modell 2 geht das
Verha¨ltnis δ
γ
zusa¨tzlich als vierte Unbekannte ein. Mit Hilfe der Beziehung γ + δ = 1
kann dieses Verha¨ltnis schließlich nach γ und δ aufgelo¨st werden. Die Unbekannten in
den jeweiligen Modellen werden nun so bestimmt, dass alle SAS bei allen Wellenla¨ngen
positiv sind und jedes einzelne SAS nur ein ausgepra¨gtes Maximum aufweist. Wie er-
wartet, ergeben sich mit den fu¨r die jeweilige Simulation eingesetzten Parametern die
besten SAS (siehe Abbildung 2.14). Die kleinen Abweichungen im Fall von Spezies B
und C sind mit den gemachten Na¨herungen bei der Auswertung zu erkla¨ren. Abweichun-
gen von den optimalen Parametern resultieren in U¨berscha¨tzungen (zusa¨tzliche positive
Banden (rote Spektren)) bzw. Unterscha¨tzungen (zusa¨tzliche negative Banden (gru¨ne
Spektren)) der Anteile beteiligter Spezies. Wa¨ren die exakten Spektren der beteiligten
Spezies im Vorfeld jedoch nicht bekannt, wie es meist der Fall ist, bliebe die Wahl eines
geeigneten Modells sowie der darin enthaltenen Unbekannten, stets eine Ermessensfrage
und bedu¨rfte stets einer U¨berpru¨fung durch andere Experimente.
Abschließend bleibt festzuhalten, dass hier eine Diskussion mit drastischen Vereinfa-
chungen zur besseren Veranschaulichung gefu¨hrt wurde. In der Realita¨t ko¨nnen sich die
Speziesspektren u¨ber den gesamten Spektralbereich erstrecken, was eine starke U¨ber-
28 Materialien und Methoden
0
5
O
D
0
5
10
O
D
300 400 500 600 700
0
5
10
Wellenla¨nge / nm
O
D
300 400 500 600 700
Wellenla¨nge / nm
x = 0.4
x = 0.5
x = 0.6
α = 0.5
α = 0.6
α = 0.7
α = 0.6
γ = 0.7
γ = 0.8
γ = 0.9
x = 0.4
x = 0.5
x = 0.6
α = 0.5
α = 0.6
α = 0.7
α = 0.6
δ/γ = 0.15
δ/γ = 0.25
δ/γ = 0.35
(SAS(1) A)
(SAS(1) B)
(SAS(1) C)
(SAS(2) A)
(SAS(2) B)
(SAS(2) C)
Abb. 2.14.: Exemplarische Analyse an simulierten Datensa¨tzen entsprechend der Modelle
aus Abbildung 2.11. SAS (offene Kreise) im Vergleich zu den eingesetzten Spektren fu¨r die
Erzeugung der simulierten Daten (durchgezogene schwarze Linien). Mit Hilfe von γ + δ = 1
erha¨lt man aus dem Verha¨ltnis δγ = 0.25 in (SAS
(2) C) γ = 0.8 und δ = 0.2.
lagerung aller beteiligten Spezies zur Folge haben kann. Auch ko¨nnen die jeweiligen
Extinkionskoeffizienten deutlich verschieden sein, was eine weitere genaue Zuordnung
beteiligter Prozesse erheblich erschwert. Und Letztlich ko¨nnen die jeweiligen Ratenkon-
stanten viel na¨her beieinander liegen, so dass im ungu¨nstigsten Fall einige Intermediate
aufgrund zu geringer Population nicht identifiziert werden ko¨nnen. All diese Faktoren
lassen in den meisten Fa¨llen eine genaue Bestimmung der beteiligten Speziesspektren
sowie deren Reaktionen untereinander ohne zusa¨tzliche Informationen aus anderen Ex-
perimenten nur bedingt zu.
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Global Fit - Modifikationen fu¨r bi-molekulare Modelle
Die Modellannahme von einfachen exp-Funktionen gilt nur fu¨r eine Dynamik, die aus-
schließlich aus Reaktionsschritten erster Ordnung besteht. Hat man es jedoch mit Sy-
stemen zu tun, in denen bi-molekularen Reaktionsschritte vorkommen, wie z.B. die
Triplett-Triplett-Annihilation, dann muss auf die explizite Lo¨sung eines entsprechen-
den DGL-System fu¨r eine entsprechende Modellannahme zuru¨ckgegriffen werden. Aus
diesem Grund wurde das Programm GlobFit_Runge_Kutta geschrieben, das die Lo¨sung
eines vom Nutzer vorgegebenen DGL-Systems nach dem Runge-Kutta-Verfahren 4.
Ordnung (siehe Abschnitt A.2) vorsieht. Die resultierenden k Zeitprofile werden dabei
anstatt der u¨blichen Exponentialfunktionen in der Modellfunktionsmatrix F(a) ∈ Rm×k
eingesetzt. Zur Generierung der k Zeitprofile mu¨ssen Anfangswerte entsprechend eines
Modellsystems gewa¨hlt werden. Im Falle eines photochemischen Modellsystems wird
davon ausgegangen, dass zu Beginn ausschließlich der Grundzustand vorhanden ist, wel-
cher mittels eines Gauss-Profils als Na¨herung fu¨r den anregenden Laser-Puls IRF(t) zum
Zeitpunkt t0 entvo¨lkert wird.
Anhand eines simulierten Datensatzes fu¨r eine 2D-TA wird exemplarisch die globale
Datenanalyse mit einem bi-molekularen Modell diskutiert. Fu¨r die Simulationen wird
von einem photochemischen Modellsystem bestehend aus drei Spezies ausgegangen. Die
Spektren der drei Spezies sind durch Gauss-Profile nach Gleichung 2.16 gegeben (siehe
Abbildung 2.15). Das betrachtete kinetische Modell basiert auf folgendem DGL-System:
dcGZ(t)
dt
= −IRF(t) + βk1cA(t) + k2cB(t) + k3cB(t)2 (2.21)
dcA(t)
dt
= IRF(t)− k1cA(t) + k3cB(t)2 (2.22)
dcB(t)
dt
= αk1cA(t)− k2cB(t)− 2k3cB(t)2 (2.23)
mit IRF(t) =
f0
σ
√
2pi
exp
(
−1
2
(
t− t0
σ
)2)
. (2.24)
Zu Beginn ist ausschließlich der GZ mit einer Konzentration von cGZ(0) = 1 mol · L−1
bevo¨lkert. Durch einen kurzen Lichtpuls werden f0 mol · L−1 des GZ in die Spezies A
anregt. Spezies A zerfa¨llt mit k1 zu einem Teil α in Spezies B und zu einem Teil β
zuru¨ck in den GZ. Das Modell sieht fu¨r den Zerfall von Spezies B zwei Prozesse vor.
Zum einen zerfa¨llt Spezies B mit k2 zuru¨ck in den GZ. Zum anderen ist eine Reakti-
on zweier Spezies B mit der bi-molekularen Ratenkonstanten k3 mo¨glich. Die Produkte
dieser bi-molekularen Reaktion sind die Spezies A und der GZ. In Abbildung 2.15 sind
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α 0.8
Abb. 2.15.: (S): Simulierte Gauss-Funktionen repra¨sentativ fu¨r die drei Spezies GZ, A und
B. (C): Konzentrationszeitprofile ci(t) der jeweiligen Spezies simuliert entsprechend des DGL-
Systems aus Gleichungen 2.21 bis 2.23. In den Tabellen sind die eingesetzten Parameter ein-
getragen.
die eingesetzten Spektren, die Konzentrationszeitprofile und die entsprechenden Para-
meter der drei Spezies zu finden. In Abbildung 2.16 (A) ist die simulierte Datenmatrix
nach Subtraktion des GZ-Spektrums und Addition von Rauschen mit einer Standard-
abweichung von 0.1 dargestellt. Die Schichtdicke der Probe soll 1 cm betragen. Bei der
Durchfu¨hrung des globalen Fits wurde die Ratenkonstante k1 im DGL-System der Glei-
chungen 2.21-2.23 durch ihre einzelnen Summanden k′1 = αk1 und k
′′
1 = (1−α)k1 = βk1
ersetzt. Aus dem globalen Fit erha¨lt man die SADS. Sie sind in Abbildung 2.16 (S1)
und (C) dargestellt. Die dazugeho¨renden Ratenkonstanten sind in Tabelle 2.2 zu finden.
Die Residuen sind in Abbildung 2.16 (R) dargestellt. Diese Residuen bestehen aus ei-
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Abb. 2.16.: Analyse mit dem Programm GlobFit_Runge_Kutta eines simulierten Datensat-
zes, der nach dem DGL-System aus Gleichungen 2.21 bis 2.23 mit den entsprechenden Para-
metern aus Abbildung 2.15 erzeugt wurde. (A): Simulierte Datenmatrix nach Subtraktion des
GZ-Spektrums und Addition von Rauschen mit einer Standardabweichung von 0.1. (R): Re-
siduen. (S1): SADS (offene Kreise) zu den entsprechenden Konzentrationszeitprofilen in (C).
(S2): SAS (offene Kreise) im Vergleich zu den eingesetzten Spektren in der Simulation (gru¨ne
Linien). (C): Konzentrationszeitprofile ci(t) (offene Kreise) im Vergleich zur eingesetzten Dy-
namik in der Simulation (gru¨ne Linien).
nem einheitlichen Rauschen um Null. Der Fit beschreibt demnach die simulierten Daten
sehr gut. Durch Addition von 50 % des GZ-Spektrums auf die einzelnen SADS lassen
sich die SAS generieren, wie es durch den in der Simulation gewa¨hlten Faktor f0 = 0.5
zu erwarten war (siehe Abbildung 2.16 (S2)). Die bi-molekulare Rate ha¨ngt von der
Anfangskonzentration ab, die in diesem gewa¨hlten Modell durch den Anteil der ange-
regten Moleku¨le gegeben ist. Aus diesem Grund muss die bi-molekulare Ratenkonstante
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Sim Fit Skalierung auf GZ-Anteil
Parameter
f0 = 0.5
mol
L
f0 = 1.0
mol
L
mit 1
0.5
c
σ [s] 2.0 1.97141a
t0 [s] 50 50.00
a
k′1 = αk1 [s
−1] 0.016 0.0156a
k′′1 = (1− α)k1 [s−1] 0.004 0.00404a
k1 [s
−1] 0.02 0.01964b
k2 [s
−1] 0.005 0.00497a
k3 [L ·mol−1 · s−1] 0.05 0.02519a 0.05038a
α 0.8 0.794b
aOptimierte Parameter
bBerechnet aus den optimierten Parameter
cBenutzer spezifisch optimiert, so dass die SADS keinen Anteil an GZ-Spezies mehr enthalten.
Tab. 2.2.: Optimierte Parameter aus dem globalen Fit an den simulierten Daten.
schließlich mit 1
0.5
skaliert werden.
Global Fit - Modifikationen zur nicht Beru¨cksichtigung ungu¨ltiger Datenbereiche
Manche Proben besitzen eine sehr hohe Fluoreszenzsausbeute. In solchen Fa¨llen kann
es bei Messungen der 2D-TA dazu kommen, dass das Fluoreszenzlicht auf dem Detektor
ein Blooming verursacht. Dadurch wird das Fluoreszenzsignal verbreitert, und betroffe-
ne Bereiche der TA in ihrer Signalsta¨rke verfa¨lscht. In solchen Fa¨llen ist eine sinnvolle
Beschreibung der verfa¨lschten Bereiche mit Exponentialfunktionen bei einem globalen
Fit nicht mehr gegeben. Aus diesem Grund ist von Herrn Prof. Dick eine Methode
entwickelt worden, die es erlaubt die Datenpunkte gekennzeichneter Bereiche innerhalb
einer Datenmatrix nicht in der Summe der kleinsten Fehlerquadrate (χ2-Funktion) zu
beru¨cksichtigen. Die Problematik bei der Implementierung lag im linearen Optimierungs-
zyklus, welcher die optimierte LAPACK Routine DGELS() verwendet. Um die Effizienz
dieser Routine nicht aufgeben zu mu¨ssen, wird folgender Trick verwendet. In jedem Itera-
tionszyklus werden die Daten in den gekennzeichneten Bereichen jeweils durch die Werte
aus dem Fit ersetzt, so dass der Beitrag der markierten Daten in der χ2-Funktion Null
ist. Durch dieses sta¨ndige Austauschen passen sich die Daten innerhalb der markierten
Bereiche immer mehr den Daten außerhalb der markierten Bereiche an. Dies funktioniert
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solange, wie die Bereiche so gewa¨hlt werden, dass sie sich innerhalb und somit umgeben
von Originaldaten befinden.
Zu Beginn liegen noch keine Werte fu¨r den Fit vor. Damit die fehlerhaften und meist
sehr intensiven Signale beim ersten Iterationszyklus im linearen Optimierungsschritt
keine Beru¨cksichtigung finden, werden in den markierten Bereichen spaltenweise die
Mittelwerte aus den beiden Grenzwerten gesetzt. Jedes Element in einer Spalten eines
gekennzeichneten Bereichs entha¨lt also den Mittelwert aus dem oben und unten angren-
zenden Werten der Datenmatrix.
2.1.4. Leistungsfa¨higkeit des Experiments fu¨r 2D-transiente
Absorptionsspektroskopie
Die Leistungsfa¨higkeit des Experimentes fu¨r 2D-transiente Absorptionsspektroskopie
la¨sst sich an der Messung einer mutierten LOV1-C57G-Doma¨ne aus C.r. demonstrie-
ren. In dieser Doma¨ne ist das photoaktive Cystein des LOV1-Wildtyps durch ein Glycin
ausgetauscht. Dies fu¨hrt zu einer Verku¨rzung des Photozyklus, welcher nun aus dem
Triplett-Zustand des Flavins direkt in den Grundzustand mit einer Zeitkonstanten von
30µs verla¨uft. Dieses Protein zeigt zusa¨tzlich eine starke Fluoreszenz. In fru¨heren (ein-
dimensionalen) Messungen der TA dieser Mutante war das starke Fluoreszenzsignal ein
großes Problem. Es wurde ein konventioneller Photomultiplier verwendet, welcher durch
das dominate Fluoreszenzsignal gesa¨ttigt wurde und demzufolge fu¨r mehrere Millise-
kunden keine brauchbaren Daten liefern konnte. Die Verwendung einer SC ermo¨glicht
es nun das Fluoreszenzspektrum ohne Verlust von Daten mit zu messen. Das Fluores-
zenzspektrum erscheint als eine scheinbar negative TA, welche mit einer sehr großen
Ratenkonstante k =∞ als Apparatefunktion angefittet werden kann.
In Abbildung 2.17 sind Datensa¨tze in Falschfarbendarstellung abgebildet, die mit
ansteigender Anzahl an Akkumulationszyklen N erhalten wurden. Zusa¨tzlich ist zu
erwa¨hnen, dass diese Messungen an einem Probenvolumen von nur 300µL durchgefu¨hrt
wurden. Die optische Dichte der Probe bei 450 nm (hier wurde angeregt) und bei einer
Schichtdicke von 10 mm betrug 0.5. Abbildung 2.17 (A) zeigt das Resultat einer Mes-
sung mit nur einem einzelnen Anregungszyklus. Die Fluoreszenz des Flavins ist deutlich
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Abb. 2.17.: Rohdaten der TA von LOV1-C57G im Zeitfenster von 20µs fu¨r die Anzahl der
gemittelten Anregungszyklen N = 1 (A), 10 (B), und 100 (C).
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an dem schmalen horizontalen Streifen zu erkennen2. Mit N = 10 (Abbildung 2.17 (B))
kommt der GSB des Flavins durch einen gru¨nen vertikalen Streifen um 450 nm deut-
lich zum Vorschein. Die ro¨tlich-gelblichen Bereiche zu beiden Seiten des GSB verdeutli-
chen die TA des Triplett-Zustands. Die Akkumulation von 100 Anregungszyklen (Abbil-
dung 2.17 (C)) fu¨hrt zu einer weiteren Verbesserung des Signal zu Rausch Verha¨ltnisses.
Obwohl das Signal zu Rausch Verha¨ltnis mit einem Anregungszyklus nur etwa 1 betra¨gt,
ist das GSB in diesem Bild bereits zu erkennen.
Die Datensa¨tze lassen sich sehr gut mit zwei Exponentialfunktionen global fitten. Eine
Komponente ist kurzlebig mit gefitteten Lebensdauern zwischen 40 und 60 ns. Im Zeit-
fenster von 20µs entspricht dies einem Pixel. Dies bedeutet, dass die kurze Komponente
zeitlich nicht aufgelo¨st werden konnte. Das entsprechende DADS (siehe Abbildung 2.18
(A)) zeigt langwellig von 450 nm eine breite negative Bande mit Peaks bei 495 und
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Abb. 2.18.: (A) und (B) zeigen die DADS, die aus globalen Fits an die Rohdaten (ungefiltert)
mit Mittelung u¨ber N = 1 (grau), 10 (rot) und 100 (gru¨n) Anregungszyklen erhalten wurden.
520 nm. Es kann der Fluoreszenz zugeordnet werden. Die zweite Komponente wird durch
einem mono-exponentiellen Zerfall mit einer Lebensdauer von 30µs fu¨r N = 100 gefittet.
Die Lebensdauer ist nur geringfu¨gig la¨nger (33µs), wenn nur u¨ber 10 Anregungszyklen
gemittelt wird. Die Messung mit nur einem einzelnen Anregungszyklus ergibt eine viel
2Die untere Grenze der Farbskalierung wurde auf den minimalen Wert des GSB gesetzt, so dass dem
Hauptanteil des Fluoreszenzsignals die Farbe weiß zugeordnet wird.
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gro¨ßere Lebensdauer. Bemerkenswert ist jedoch, dass die entsprechenden DADS sehr
a¨hnlich zueinander sind fu¨r alle drei Messungen. Scheinbar ist die spektrale Informati-
on bereits mit N = 1 glaubwu¨rdig, wohingegen man fu¨r die zeitliche Information etwa
N = 10 beno¨tigt.
Das Rauschen in diesen Spektren skaliert mit
√
N , wie es fu¨r ein Photonenrauschen
zu erwarten ist. Die mittlere Anzahl an Photonen des Abfragelichts, die auf jedem Pixel
eines SC-Bildes akkumuliert wird, ist proportional zu dem Produkt aus N und der Breite
des Zeitfensters. Demzufolge beno¨tigt man fu¨r eine aussagekra¨ftige Messung innerhalb
eines Zeitfensters von 20µs entweder N = 10 akkumulierte Anregungszyklen oder eine
um den Faktor 10 erho¨hte Intensita¨t des Abfragelichts.
Das Experiment fu¨r 2D-TA bietet die Mo¨glichkeit, Fluoreszenzspektren und TA-
Spektren mit einer einzelnen Anregung fu¨r Zeitfenster > 20µs zu messen. Bei eindimen-
sionalen Messungen bei fester Wellenla¨nge werden u¨blicherweise 100 Anregungszyklen
beno¨tigt, um einen aussagekra¨ftigen mono-exponentiellen Fit zu bekommen. Zudem sind
Messungen bei Wellenla¨ngen, die mit der Fluoreszenz u¨berlappen, nicht mo¨glich. Mit
dem zweidimensionalen Aufbau kann u¨ber den gesamten sichtbaren Wellenla¨ngenbereich
gemessen werden und dabei die Zerfallscharakteristik eines Systems fu¨r all diese Wel-
lenla¨ngen mit weniger Anregungszyklen ermitteln werden, als man fu¨r eine einzelne ein-
dimensionale Messung beno¨tigen wu¨rde. Diese Vorteile liegen in der Verwendung einer
speziellen SC. Diese SC hat zum einen einen viel gro¨ßeren dynamischen Bereich (1:10000)
verglichen zum typischen dynamischen Bereich eines Photomultipliers (1:100). Zum an-
deren sind die Daten hoch redundant, was das geringe Signal zu Rausch Verha¨ltnis eines
einzelnen individuellen Pixels mehr als kompensiert. Das in dieser Arbeit aufgebaute
Experiment fu¨r die 2D-TA liefert demnach TA-Daten mit einem Multiplex-Faktor von
mehr als 100.
2.1.5. Konventionelle Blitzlichtphotolyse bei fester Wellenla¨nge im
ms- bis s-Bereich
Der schematische Aufbau der konventionellen Blitzlichtphotolyse bei fester Wellenla¨nge
im ms- bis s-Bereich ist in Abbildung 2.19 dargestellt. Auch dieses Experiment wur-
de in einem bei 20 ± 3℃ temperierten Raum aufgebaut. Zur Anregung wird ein OPO
(OPO, Continuum) verwendet, der von der dritten Harmonischen (engl.: THG) eines
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Abb. 2.19.: Experimenteller Aufbau der konventionellen Blitzlichtphotolyse bei fester Wel-
lenla¨nge im ms- bis s-Bereich.
Nd:YAG bei 10 Hz (Surelite II, Continuum) gepumpt wird (Fu¨r weitere Details siehe
Abschnitt 2.1.2). Der Anregungspuls wird u¨ber 2 Umlenkprismem (UP1-2), einem ein-
stellbaren Linsenteleskop ,,Teleskop 1” zur Korrektur der Divergenz des OPOs, einem
einstellbaren Linsenteleskop ,,Teleskop 2” zur Strahlaufweitung und einem Silberspie-
gel (US2) orthogonal zum Abfragestrahlengang auf die Probe geleitet. Der elektronisch
schaltbare Verschluss fu¨r hohe Pulsenergien ist vor dem ,,Teleskop 2” in den Anregungs-
strahlengang zur gezielten Auskopplung nur eines einzelnen Laserpulses eingebaut.
Zur Abfrage wird eine Wolfram-Halogenlampe (OSRAM) verwendet. Der Strahlen-
gang verla¨uft zuerst u¨ber eine 1 zu 1 Abbildung der Glu¨hwendel mittels eines torisches
Spiegels TM (siehe Abschnitt 2.1.2) in einen Monochromator (0.25 M Ebert Monochro-
mator, Model-No.: 82-410, Gitter: 1180 Linien · mm−1, Jarrell-Ash Company) mit der
Brennweite von 250 mm und einer relativen Apertur (f -number) von 3.6. In dieser Kon-
figuration ist ein vollsta¨ndiges Ausleuchten des Gitters gewa¨hrleistet, was in einer maxi-
malen spektralen Auflo¨sung von 0.5 nm bei 100µm Spaltbreite resultiert. Der aus dem
Monochromator austretende Lichtstrahl wird dann u¨ber eine Linse L1 im Abbildungs-
verha¨ltnis von 1 zu 1 auf die Probe fokussiert. Als Probezelle wird eine Fluoreszenz-Ku¨-
vette aus Quarzglas verwendet, die in einem eigens dafu¨r angefertigten Ku¨vettenhalter
mit entsprechenden Blenden platziert wird. Die Abfrageschichtdicke betra¨gt bei der ver-
wendeten Ku¨vette 10 mm. Die Anregungsschichtdicke ist 2 mm. Von der Probe ausgehend
wird der Abfragestrahl erneut u¨ber eine Linse L2 im Abbildungsverha¨ltnis von 1 zu 1
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auf einen Photo Multiplier (PM) gegeben. Zur Unterdru¨ckung des Anregungs- sowie
des Fluoreszenzlichtes wird vor dem PM ein entsprechender Kantenfilter eingebaut. Das
Spannungssignal des PM wird u¨ber ein Digitalspeicheroszilloskop (DSO) ausgelesen,
welcher u¨ber eine Photodiode (PD) getriggert wird. Die PD ist nach dem Verschluss
eingebaut und zeichnet einen u¨ber eine Strahlteilerplatte heraus reflektierten Teil des
Laserpulses auf. Der gesamte Messablauf wird, wie beim 2D-TA Experiment (siehe Ab-
schnitt 2.1.2), von einem eigens dafu¨r gebauten DC gesteuert. Fu¨r eine optimale Funk-
tionsweise des Nd:YAG Lasers wird eine Grundfrequenz von 10 Hz gewa¨hlt. Zusa¨tzlich
dazu wird vom Benutzer eine Sequenz zur Ansteuerung des Verschlusses im Takt von
2 Hz eingespielt. Gemittelt wird typischerweise u¨ber 100 Schuss.
Beschaltung des Photomultipliers
Durch den PM fließt ein Strom, der der einfallenden Lichtintensita¨t proportional ist.
An einem konstanten Widerstand R la¨sst sich eine Spannung U abgreifen, die nach dem
Ohmschen Gesetz mit dem Stromfluss in linearem Zusammenhang steht. Diese Spannung
stellt die eigentliche Messgro¨ße dar.
In der verwendeten Schaltung wird eine analoge Offsetkompensation durchgefu¨hrt,
um die volle Empfindlichkeit des DSOs zu nutzen3. Die Offsetkompensation sieht die
Differenzbildung zwischen der am konstanten Widerstand abgegriffenen Spannung U und
einer mittels eines Potentiometers einstellbaren Hilfspannung UHilf vor, die anschließend
invertiert wird und das Ausgangssignal Uaus darstellt:
Uaus = −(U − UHilf) (2.25)
Die Hilfspannung kann bei abgedunkeltem Photomultiplier mit dem erwa¨hnten Poten-
tiometer zwischen 0 und 10 V (typisch 10 V) einjustiert werden. Bei belichtetem Pho-
tomultiplier wird die Dynodenspannung bzw. die Spaltbreite des Monochromators so
eingestellt, dass man eine Spannung von 0 V erha¨lt. Somit ergibt eine Spannung von 0 V
eine Transmission von 1 und eine Spannung von UHilf eine Transmission von 0. Der Wert
fu¨r die transiente Differenzabsorption (∆Aλ(t)) ergibt sich in Spannungen ausgedru¨ckt
3Bei der TA misst man eine kleine Spannungsa¨nderung auf einem großen Spannugssignal. Bei dem
eingesetzten DSO als Datenrekorder ist es leider nicht mo¨glich gleichzeitig einen großen Offset (10 V)
und eine hohe Empfindlichkeit (z.B. 0.1 V · Div.−1) einzustellen, so dass man den vertikalen Dyna-
mischen Bereich des DSOs nicht vollsta¨ndig ausnutzt.
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zu:
∆Aλ(t) = − log
(
UHilf − U0
UHilf − USignal(t)
)
. (2.26)
USignal(t) soll dabei die, durch eine transiente Absorption verursachte, (kleine) Span-
nungsa¨nderung sein. U0 stellt das konstante Spannungssignal vor Laseranregung dar
und wird u¨ber eine Mittelung der Daten von Begin der Datenaufnahme bis kurz vor
dem Lasersignal bestimmt.
2.2. Quasi-Stationa¨re Belichtungsexperimente
Unter quasi-stationa¨ren Belichtungsexperimenten wird die Aufnahme einer Sequenz von
Spektren bzw. die Verfolgung der optischen Dichtea¨nderung einer Probe nach einem ex-
ternen Stimulus auf einer Zeitskala > 1 s verstanden. Beim externen Stimulus handelt
es sich hauptsa¨chlich um eine definierte Belichtung der Probe. Fu¨r diese Experimente
wurde ein modifizierter Ku¨vettenhalter fu¨r die im Institut vorhandenen Spektrometer
(Lambda 9a von Perkin Elmer und SPECORD S100B von Analytic Jena) mit Hilfe von
Dr. Kensy entworfen und zusa¨tzlich mit Hilfe der Feinmechanik wie auch der Elektro-
nikwerkstatt der Fakulta¨t Chemie und Pharmazie gebaut. Im folgenden Abschnitt 2.2.1
werden die besonderen Charakteristika dieses Ku¨vettenhalters kurz wiedergegeben.
2.2.1. Modifizierter Ku¨vettenhalter
Fu¨r die sehr reproduzierbare Aufnahme zeitaufgelo¨ster Ultraviolet (UV)/Visible (Vis)-
Absorptionsdaten im Sekunden- bis Stunden-Bereich wurde ein Ku¨vettenhalter konstru-
iert, welcher die Temperatur der Probe im Bereich von -10 bis 60℃mit einer Genauigkeit
von ±0.1℃ konstant ha¨lt und Belichtung orthogonal zum Abfragestrahl erlaubt. Abbil-
dung 2.20 (A) zeigt den schematischen Aufbau. Die Thermostatisierung erfolgt mithilfe
eines Peltierelements. Das Peltierelement wird u¨ber einen Thermo-Kontroller gesteuert,
der die Temperatur innerhalb des Ku¨vettenhalters u¨ber einen PT100 ausliest. Das Pel-
tierelement wird u¨ber eine externe Ku¨hlwasserleitung geku¨hlt. Der Ku¨vettenhalter wird
mit Stickstoff geflutet. Der Stickstoff wird u¨ber die Quarzfenster im Abfragestrahl wieder
ausgeblasen. Somit wird beim Ku¨hlen der Probe eine Kondensation von Luftfeuchtigkeit
an den optischen Komponenten (Quarzfenster und Ku¨vette) verhindert. Zur orthogona-
len Belichtung der Proben sind zwei gegenu¨berliegende Hochleistungs-LEDs (Luxeon III
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Abb. 2.20.: Charakteristika des modifizierten Ku¨vettenhalters. (A): Schematischen Aufbau.
(B): Zeitliche Profil sowie die variabel einstellbaren Pulsbreiten der Anregungs-LEDs. (C)-
(D): Emissionsspektrum der LEDs in Abha¨ngigkeit vom angelegten Strom.
Emitter LXHL-PBO9, Philips, 300 mW bei 460 nm) in einer passenden Halterung vorge-
sehen. Diese LEDs ko¨nnen in ihrer Intensita¨t (Strombereich: 3 mA bis 300 mA) sowie in
ihrer Pulsbreite (Zeitbereich: 30 ms bis 1300 ms) u¨ber einen zusa¨tzlichen LED-Kontroller
sehr reproduzierbar geregelt werden. Der LED-Kontroller sieht mehrere Mo¨glichkeiten
zur Steuerung der LEDs vor. Folgende Modi sind mo¨glich:
Cont: Kontinuierlicher Betrieb der LEDs
Ext. Trig. 1: Triggerung u¨ber einen externen TTL Puls, wobei die Einstellungen am
LED-Kontroller die Pulsbreite der LED vorgeben.
Ext. Trig. 2: Triggerung u¨ber einen externen TTL Puls, wobei die Pulsbreite des Trig-
gerpulses die Pulsbreite der LED vorgibt.
Int. Trig.: Triggerung erfolgt manuell mit einer Pulsbreite der LED, die am LED-
Kontroller eingestellt ist.
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In Abbildung 2.20 (B)-(D) sind die zeitlichen wie auch die spektralen Charakteristika
beispielsweise fu¨r eine blaue LED dargestellt. In Abbildung 2.20 (C)-(D) erkennt man,
dass zum einen kein vollsta¨ndig linearer Zusammenhang zwischen der integralen Inten-
sita¨t und der Stromsta¨rke u¨ber den gesamten Strombereich besteht, und dass zum an-
deren das Emissionsspektrum der LED stark von der angelegten Stromsta¨rke abha¨ngt.
Bei Experimenten mit variierenden Intensita¨ten muss diesen Charakteristika entspre-
chend Rechnung getragen werden. Bei Messungen in einem sehr engen Strombereich,
z.B. bei schwachen Intensita¨ten, a¨ndert sich das Emissionsspektrum hingegen kaum und
die integrale Intensita¨t steigt linear mit der Stromsta¨rke an, was entsprechende Kor-
rekturen nicht mehr no¨tig macht (siehe Abbildung 2.21 (A) und (B)). Es stehen des
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Abb. 2.21.: (A) zeigt die Emissionsspektren einer blauen LED in Abha¨ngigkeit vom ange-
legten Strom bei sehr kleinen Stro¨men. In (B) ist der entsprechende lineare Zusammenhang
zwischen der integralen Intensita¨t und dem angelegten Strom abgebildet.
Weiteren gru¨ne sowie rote LEDs zur Verfu¨gung. Deren Spektren sind in Abbildung 2.22
abgebildet. Wa¨hrend die rote LED einen scho¨nen linearen Zusammenhang zwischen der
integralen Intensita¨t und dem angelegten Strom zeigt und auch keinerlei A¨nderung im
Spektrum zeigt, ist im Fall der gru¨nen LED eine deutliche spektrale Abha¨ngigkeit von
der angelegten Stromsta¨rke zu erkennen, so dass auch kein linearer Zusammenhang zwi-
schen der integralen Intensita¨t und dem angelegten Strom existiert. Diese Erkenntnisse
sind in entsprechenden Experimenten stets zu beru¨cksichtigen.
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Abb. 2.22.: (A) zeigt die Emissionsspektren einer gru¨nen und roten LED in Abha¨ngigkeit vom
angelegten Strom. In (B) sind die entsprechenden integralen Intensita¨ten gegen den angelegten
Strom aufgetragen.
2.3. Time Correlated Single Photon Counting
Zeitkorreliertes Einzelphotonen Za¨hlen (TCSPC) ist eine viel genutzte Technik fu¨r zeitauf-
gelo¨ste Emissionsmessungen im Nano- und Subnanosekunden Zeitbereich. Die Lebens-
dauern angeregter Singulettzusta¨nde der meisten organischen Chromophore liegen im
Bereich von einigen wenigen Nanosekunden. Die Fluoreszenzintensita¨t ist dabei propor-
tional zur Besetzung des angeregten Zustandes. Daher ist die Messung der Emissions-
zerfallsprofile die Methode der Wahl, um die Population eines angeregten Zustandes in
verschiedenen photochemischen Reaktionen zu verfolgen.
Eine weitere wichtige Eigenschaft dieser Methode ist die hohe Sensitivita¨t. Diese
macht die Methode zu einem vorteilhaften Instrument, um die Dynamik angeregter
Zusta¨nde bei nur sehr geringen Mengen an Substanz zu verfolgen. Im Extremfall kann
man mit einzelnen Moleku¨len arbeiten, was zu einer Vielzahl an Anwendungen, z.B. in
der Nanochemie und Zellbiologie, fu¨hrte.
2.3.1. Allgemeines Prinzip
Ein Schema dieser Methode zusammen mit den entsprechenden Zeitdiagrammen ist in
Abbildung 2.23 dargestellt. Die Probe wird durch einen kurzen Lichtpuls angeregt, wel-
cher typischerweise von einem mode-locked Pikosekunden-Laser generiert wird. Ein klei-
ner Teil des Anregungslichts wird als Triggerereignis auf eine schnelle Photodiode abge-
2.3 Time Correlated Single Photon Counting 43
spaltet. Die Probenemission wird durch eine abbildende Optik gesammelt und u¨ber
einen Monochromator auf einen PM abgebildet. Der PM arbeitet dabei im Photo-
nenza¨hlmodus, was bedeutet, dass jedes einzelne detektierte Photon einen elektrischen
Puls am Photomultiplierausgang erzeugt. Der Puls von der PD startet im Time to
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Abb. 2.23.: Ein Schema (links) und ein Zeitdiagramm (rechts) der Time Correlated Single
Photon Counting (TCSPC) Methode. M1: Glass oder Quarz-Strahlteiler; PD: Photodiode;
PMT: ,,Photomulitiplier tube”; CFD: ,,constant fraction discriminator”; TAC: ,,time-to-
amplitude converter”; MCA: ,,multichannel analyser”.
Amplitude Converter (TAC) ein nahezu lineares Ansteigen einer Outputspannung (Zeit-
diagramm (1) und (3) in Abbildung 2.23) und wird daher ,,Start”-Puls genannt. Der
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Emissionsphotonpuls stoppt das Ansteigen der Outputspannung und wird daher ,,Stop”-
Puls genannt (Zeitdiagramm (2) und (3) in Abbildung 2.23). Somit ist die Output-
spannung U bestimmt durch die Zeitdifferenz ∆t zwischen dem Laserpuls und dem
Puls, der durch das erste detektierte Emissionsphoton erzeugt wird. Fu¨r eine genaue
Bestimmung des zeitlichen Eintreffens eines Photons am PM relativ zum PD-Signal
werden im Allgemeinen Constant Fraction Discriminators (CFD) verwendet. Im Multi
Channel Analyzer (MCA) werden die Informationen u¨ber die Zeitdifferenzen in Form
einer Ha¨ufigkeitsverteilung, d.h. relative Ha¨ufigkeit als Funktion der Spannungsampli-
tude ausgewertet. Dazu wird das TAC-Signal zuna¨chst mittels eines Analog Digital
Converter (ADC) digitalisiert. Der digitale Wert wird als Index in einem Speichervek-
tor interpretiert und das Speicherelement mit diesem Index um eins inkrementiert.
Da sowohl der TAC als auch der ADC des MCA Linearita¨tsfehler aufweisen ko¨nnen,
und auch die U¨bertragungsfunktion des TAC durch Variation von Vorspannung (Bias)
und Versta¨rkung (Gain) modifiziert werden kann, muss eine Zuordnung von Speicher-
indices zu Zeiten vorgenommen werden. Dies geschieht mit Hilfe des Time Calibrator
(TC), welcher ,,Start-Stop”-Pulspaare mit exaktem zeitlichen Abstand generiert.
Es ist wichtig, das Experiment derart zu arrangieren, dass die ,,Stop”-Pulse in den
TAC immer mit einer Verzo¨gerung von einigen Zehnteln von Nanosekunden eingehen.
Denn zum einen braucht der TAC eine gewisse Zeit bis er mit der Operation (Erzeugung
der linear ansteigenden Spannung) beginnt, und zum anderen wird eine vollsta¨ndige
Aufnahme des Signals beno¨tigt. Mit zuletzt genanntem meint man, dass in der Praxis
der TAC schon operieren sollte bevor das allererste Emissionsphoton es erreichen kann.
Dies wird durch eine ku¨nstlich eingefu¨hrte Zeitverzo¨gerung zwischen dem PM und den
TAC erreicht, indem man einige extra Meter an Kabeln einbaut. Die La¨nge des Kabels
ha¨ngt von den physikalischen Komponenten ab, z.B. die Distanz der Lichtausbreitung
nach dem Strahlteiler M1, die Todzeit des TAC und die beno¨tigte Verzo¨gerung fu¨r die
entsprechenden Messungen.
Fu¨r jeden Anregungspuls darf im Maximum nur ein Photon detektiert werden. Ist
diese Bedingung nicht erfu¨llt, werden darauf folgende Photonen nicht mehr geza¨hlt und
es kommt zu einer Aufschu¨ttverzerrung (engl.: pile up distortion) innerhalb des Histo-
gramms, welche die gemessene Lebensdauer verfa¨lscht. Man kann zeigen, dass wenn die
Photonenza¨hlrate < 2 % der Anregungsrate betra¨gt, in diesem Fall der Fehler einer
Aufschu¨ttverzerrung bei < 1 % liegt [Bec05].
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2.3.2. Experimenteller Aufbau
Abbildung 2.25 zeigt den schematischen Aufbau der TCSPC-Apparatur. In diesem Auf-
bau wird der Photonenpuls des Photo Multiplier Tube (PMT) als ,,Start”-Puls und
der Referenzpuls der Anregungsquelle, der mit einer Delayline um die Zeit tVerzo¨gerung
verzo¨gert wird, als ,,Stop”-Puls verwendet. Durch dieses Vertauschen des ,,Start-Stop”-
Paars beinhaltet jede Konversion Information und somit verringert sich die Messzeit auf
ein Hunderstel zur konventionellen Methodik. Dies ist auch als ,,reversed start-stop con-
figuration” bekannt und ermo¨glicht es mit ho¨heren Repetitionsraten zu messen [KOK81;
Bec05].
Es stehen als Anregungslichtquellen drei gepulste LEDs zur Verfu¨gung mit Wellen-
la¨ngenmaxima bei 280 nm, 370 nm und 445 nm (NanoLED, Horiba JOBIN YVON). Ab-
bildungen 2.24 (A) und (B) zeigen die Emissionsspektren und zeitlichen Profile der
drei LEDs. Die spektrale Halbwertsbreite und die zeitliche Pulsbreite sind Tabelle 2.3
zu entnehmen. Die temporalen Pulsbreiten sind als Standardabweichung der angepas-
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Abb. 2.24.: Spektrale und temporale Charakteristika der NanoLEDs (Horiba JOBIN YVON).
A: Emissionsspektren von LED-280nm (Schwarz), LED-370nm (Cyan) und LED-450nm
(Blau). B: Pulsprofile von LED-280nm (Schwarz), LED-370nm (Cyan) und LED-450nm (Blau).
Die roten Linien zeigen den jeweiligen Fit mit einer Gaussfunktion an die Daten (siehe Tabel-
le 2.3).
sten Gaussfunktionen an die jeweiligen Datensa¨tze angegeben. Alle LEDs ko¨nnen mit
Pulsfrequenzen von 0 bis 1 MHz betrieben werden. Die Anregung erfolgt u¨ber eine Abbil-
dungsoptik auf die Probe. Die Probe wird stets mit einer optischen Dichte im Bereich von
0.3 bis 0.5 bei der Anregungswellenla¨nge eingesetzt, um fu¨r eine optimale Konzentration
an angeregten Fluorophoren im abgebildeten Detektionsvolumen zu sorgen. Die Detekti-
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Typ ∆t / ns ∆λ / nm
NanoLED-280 1.04 11.5
NanoLED-370 1.05 12.0
NanoLED-450 1.1 27.0
Tab. 2.3.: Spektrale und temporale Halbwertsbreiten der NanoLEDs (Horiba JOBIN YVON).
on erfolgt unter 90◦ zum Anregungsstrahl und bildet das von der Probe emittierte Licht
u¨ber ein austauschbares Kantenfilter F1 zum Abschneiden des Anregungslichtes auf den
Eintrittsspalt S1 des Monochromators ab. Die jeweils verwendeten Filter werden bei den
spa¨ter pra¨sentierten Daten angeben. Die Eintrittsspalte sind u¨ber Mikrometerschrauben
einstellbar. Der Austrittsspalt S2 ist fest auf 0.5 mm Breite justiert und resultiert in einer
spektralen Auflo¨sung von etwa 2 nm. Der Monochromator ist u¨ber einen Schrittmotor
vom Steuerrechner steuerbar und erlaubt einen Spektralbereich von 200 bis 1030 nm
in Schritten von 0.5 nm. Die Empfindlichkeit des PMT R928 macht allerdings nur die
Nutzung des Intervalls von 220 bis 850 nm sinnvoll.
Der PMT kann mit einem Peltierelement auf etwa -25℃ geku¨hlt werden. Dadurch
sinkt die Dunkelza¨hlrate4 auf < 10 Ereignisse·s−1. Bei den in der Apparatur verwendeten
CFDs handelt es sich um den Typ TC455. Deren Jitter liegt laut Angaben bei < 80 ps.
Mit der TCSPC-Apparatur sind zwei Messmodi mo¨glich:
Photonenza¨hlen: Za¨hlen von Photonen pro Zeiteinheit in Abha¨ngigkeit von der Wel-
lenla¨nge (Lumineszenzspektren)
Zeitaufgelo¨stes Za¨hlen: Bestimmen der Ha¨ufigkeit von Zeitdifferenzen zwischen dem
Eintreffen von Photonen und einer Zeitreferenz bei konstanter Wellenla¨nge (Emis-
sionsabklingkurven)
4Unter der Dunkelza¨hlrate versteht man die Anzahl der Pulse (Counts) pro Sekunde, die ohne Licht-
einstrahlung erzeugt werden. Dies wird verursacht durch die thermische Emission von Elektronen
aus der Photokathode und den Dynoden. Aus der Richardson Gleichung geht hervor, dass die Zahl
der thermisch emittierten Elektronen proportional T 2 · exp (WkT ) mit W = Austrittsarbeit ist.
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2.3.3. Datenanalyse: Apparatefunktion und Entfaltung mit
Modell-Abklingfunktion
In vielen Fa¨llen der zeitaufgelo¨sten Spektroskopie ist die Dauer des Anregungspulses,
mit der eine Probe angeregt wird, bzw. die Apparatefunktion des Detektors gegenu¨ber
der zu bestimmenden Lebensdauer nicht zu vernachla¨ssigen. In solchen Fa¨llen stellen
aus mathematischer Sicht die Messdaten eine Faltung zwischen der Apparatefunktion
und der tatsa¨chlichen Zeitabha¨ngigkeit des untersuchten Systems dar. Bei der Analyse
der 2D-TA Messdaten (siehe Abschnitt 2.1.3) wird z.B. die Apparatefunktion durch eine
Gauss-Funktion approximiert, so dass eine Faltung analytisch zuga¨nglich ist. Im Fall der
TCSPC-Messdaten ist ebenfalls die Apparatefunktion nicht zu vernachla¨ssigen, da die
Full Width at Half Maximum (FWHM) der Anregung bei ≈ 1 ns und die gemessenen
Fluoreszenzlebensdauern im Bereich von τ = 0.5 bis 10 ns liegen. In die Auswertung
der Daten geht in diesem Fall neben der experimentellen Abklingfunktion fexp(t) auch
die experimentelle Apparatefunktion g(t) mit ein. Die Datenauswertung erfolgt mit dem
von Herrn Prof. Dr. B. Dick in FORTRAN code geschriebenen Programm MultExpFit.
Dieses Programm sieht eine Summe von N Exponentialfunktionen als Modellfunktion
fModell(t) vor. Aufgrund von a¨quidistanten Datenpunkten basiert dieses Programm auf
einem sehr effizienten Algorithmus zur numerischen Berechnung des Faltungsintegrals:
f(t) =
t∫
−∞
g(t′)fModell(t− t′) dt′ =
N∑
i=1
Ai
t∫
−∞
g(t′) exp
(−ki(t− t′)) dt′. (2.27)
Demnach werden die Parameter ki und Ai aus gemessener Apparatefunktion g(t) und
gescha¨tzten Startwerten nach der Summe der kleinsten Fehlerquadrate optimiert. Ein
Beispiel einer Fluoreszenzabklingmessung an Rhodamin-6G in Ethanol ist in Abbil-
dung 2.26 gezeigt. Die Lebensdauer wurde bestimmt auf τ = 4.57 ± 0.01 ns. Die Ab-
bildung veranschaulicht ebenfalls eine semi-logarithmische Auftragung der Datendar-
stellung. Diese Darstellung macht es einfacher, die Daten visuell entsprechend eines
exponentiellen Abklingens zu analysieren.
2.4. Expression und Aufreinigung biologischer Proben
In diesem Abschnitt wird ein kurzer Abriss u¨ber die Expressions- und Aufreinigungsbe-
dingungen der biologischen Proben gegeben. Ausschließlich LOV-Proteinkonstrukte aus
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Abb. 2.26.: Oben: Fluoreszenzabklingkurve von Rhodamin-6G in Ethanol. Die Daten dar-
gestellt durch schwarze offene Kreise, die Apparatefunktion durch gru¨ne offene Kreise und
der mono-exponentielle Fit durch die rote durchgezogene Linie. Die Lebensdauer ist τ =
4.57 ± 0.01 ns. Unten: Residuen gewichtet mit √Ni, wobei Ni die Anzahl der Ereignisse des
Kanals i ist.
Chlamydomonas reinhardtii sind selbst und mit großer Unterstu¨tzung von Madelene
von Sanden-Flohe produziert worden. Genaue Details hierzu sind in [Kut06; Kut+08]
zu finden.
Alle anderen LOV-Proteinkonstrukte, das Acerhodopsin1 sowie die Kanalrhodopsine
sind bei unseren Kooperationspartnern vor Ort exprimiert und uns freundlicherweise zur
Verfu¨gung gestellt worden. Auch die in diesem Abschnitt beschriebenen Messungen am
Acerhodopsin1 sind am Max Planck Institut fu¨r Biochemie in Martinsried durchgefu¨hrt
worden.
2.4.1. LOV-Proteinkonstrukte aus C.r.
Die verwendeten Plasmide wurden von Frau Tina Schireis, damals Institut fu¨r Biochemie
der Universita¨t Regensburg, hergestellt und unserem Lehrstuhl freundlicherweise zur
Verfu¨gung gestellt.
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Plasmide
LOV1-wt Der vollsta¨ndige complementary Deoxyribonucleic acid (cDNA)-clone (Gen-
datenbank accession No. AJ 416557) vom Chlamydomonas reinhardtii phot1 (fru¨her
nph1 fu¨r nonphototropic hypocotyl 1 genannt) wurde bereits von Huang et al. [HMB02]
isoliert und charakterisiert. Das Genfragment, welches die FMN bindende LOV1-Doma¨ne
(Aminosa¨uren 16-133) kodiert, wurde durch Polymerase Chain Reaction (PCR) ampli-
fiziert und zwischen die EcoRI (Escherichia coli Restriktionsendonuclease I (GAATTC,
klebrig)) und HindIII Schnittstellen (Haemophilus influenzae Rd (AAGCTT, klebrig))
des modifizierten Escherichia coli (E. coli) Expressionsvector His-p2x so eingebaut, dass
das Protein 1 Methionin, 12 Histidine, 1 Glutamat und 1 Phenylalanin am N-terminalen
Ende der Vektorsequenz zusa¨tzlich inne hat.
LOV1-C57G und LOV1-C57S Die Plasmide fu¨r die LOV1-C57G-Mutante (das Cy-
stein in Position 57 ist durch ein Glycin ausgetauscht) und auch fu¨r die LOV1-C57S-
Mutante (das Cystein in Position 57 ist durch ein Serin ausgetauscht) wurden durch
Einfu¨hrung einer Punktmutation erhalten.
Aufreinigung
Die fusionierten Proteine wurden im Escherichia coli Stamm BL21 exprimiert und u¨ber
eine Nickel-Nitrilotriacetic Acid (Ni-NTA) Sa¨ule entsprechend der Anleitung vom Her-
steller (Quiagen, Deutschland) gereinigt. Alle Proteine wurden nach dem Herunterwa-
schen von der Sa¨ule gegen einen 10 mM Phosphatpuffer mit 10 mM NaCl und 100 mM
Phenylmethansulfonylf luorid (PMSF) (Protease-Hemmer) beim gewu¨nschten pH-Wert
dialysiert.
3. Aufkla¨rung der flavin-katalysierten
Photooxidation von
4-Methoxybenzylalkohol mit
transienter
Absorptionsspektroskopie im
sub-pico- bis Microsekundenbereich
Teile dieser Untersuchungen sind in eine bereits publizierte Arbeit eingeflossen [Meg+11].
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3.1. Einleitung
7,8-Dimethyl-10-alkylisoalloxazine werden auch als Flavine1 bezeichnet (siehe Abbil-
dung 3.1). Sie kommen in vielen biologischen Systemen in Form von Koenzymen oder
Photorezeptoren so genannter Flavoproteine vor. Dabei sind sie an vielen biochemischen
Dunkel- wie auch Photo-Reaktionen beteiligt. Die meisten redoxaktiven Koenzyme kata-
lysieren entweder nur Ein- oder nur Zwei-Elektronenprozesse. Flavinbasierte Koenzyme
nehmen dagegen sowohl an Ein- als auch an Zwei-Elektronenprozessen teil [Had+06].
Der Katalysezyklus der Flavoproteine besteht aus zwei separaten Prozessen. Im ersten
Prozess werden die Reduktionsa¨quivalente von einem Substrat (oder Elektronendonor)
aufgenommen. Im zweiten Prozess werden die Reduktionsa¨quivalente dann auf ein an-
deres Substrat (oder einen Elektronenakzeptor) u¨bertragen. Demnach umfassen die ka-
talysierten Reaktionen immer eine reduktive Halbreaktion, in der das Flavin reduziert
wird, und eine oxidative Halbreaktion, in der das Flavin zuru¨ck oxidiert wird [PR91].
Das Riboflavin, auch bekannt als Vitamin B2, ist ein Flavinderivat, das mit einer
Ribityl-Seitenkette am N-10 des Isoalloxazins kovalent verbunden ist (siehe Nomenkla-
tur in Abbildung 3.1). In lebenden Organismen dient es als Vorstufe in der Synthese von
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und FMN. Das FAD z.B. liegt in seiner reduzierten
Form (FADH−) neben einem Antennenkomplex2 als prima¨res Koenzym in der Photo-
lyase vor. Die Photolyase ist ein Enzym, das Scha¨den innerhalb von Deoxyribonucleic
acid (DNA)-Stra¨ngen (in Form von Thymine-Dimeren) Licht induziert reparieren kann.
Die Aufnahme der beno¨tigten Energie erfolgt u¨ber die Absorption von blauem bzw. ul-
traviolettem Licht durch den Antennenkomplex, welcher die Anregungsenergie weiter auf
das FADH− transferiert. Im angeregten Zustand ist das Redoxpotential des FAD her-
abgesetzt, so dass ein Elektron auf das Thymine-Dimer im aktiven Zentrum u¨bergehen
kann, und der DNA-Schaden behoben wird. Das Flavin wird anschließend durch Elek-
tronentransfer von einem Tryptophan an der Enzymoberfla¨che in seinen reduzierten
Zustand zuru¨ckversetzt. Die Effizienz der Reparatur ha¨ngt dabei stark vom Abstand
zwischen den beteiligten Komponenten ab. Dieser Mechanismus konnte durch mehrere
Modellsysteme nachgestellt werden.
1Flavine haben in ihrer vollsta¨ndig oxidierten Form eine gelbliche Farbe, wofu¨r man ihnen ihren Namen
gab (lateinisch: Flavus ≡ deutsch: gelb)
2Als Antennenkomplexe liegt entweder der Pterin-Kofaktor Methylentetrahydrofolat (MTHF) oder
der Desazaflavin-Kofaktor 8-Hydroxy-5-Desazaribof lavin (8-HDF) vor.
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Die Erkenntnisse u¨ber flavinbasierte Photoredoxsysteme in der Natur werden bereits
in der chemischen Katalyse genutzt. Somit stellen Flavine aufgrund ihrer intensiven Ab-
sorption bis hin zu 500 nm und ihrer Redoxeigenschaften im angeregten Zustand einfache
Photokatalysatoren dar, die einen Bereich des sichtbaren Lichtes gebrauchen. In vielen
Arbeiten sind Flavin katalysierte Photooxidationen [Ton+95] im pra¨parativen Maßstab
bereits untersucht worden: Von Shinkai [Shi+87a; Shi+87b], Fukuzumi [FKT85; FK99;
Fuk+01] und anderen [SEP99; Mee+03; SSK08; Sch+09]. Man hat versucht, durch he-
terozyklische Substratbindungsstellen oder Flavin-U¨bergangsmetallkomplexe die photo-
katalytische Effizienz und die Stabilita¨t des Photokatalysators zu erho¨hen. Die Redoxei-
genschaften konnten durch Vera¨nderung der Wasserstoffbru¨cken ausbildenden Gruppen
des Flavinrings wie auch durch Komplexierung von U¨bergangsmetallen variiert wer-
den [SHM89; Ko¨n+01; Gra+04; Boy+05]. Fukuzumi untersuchte Scandiumkomplexe
mit Flavin auf deren photophysikalische Parameter und schlug daraus einen Mecha-
nismus fu¨r den photokatalytischen Prozess vor. Des Weiteren wurden Zink-Cyclen ge-
bunden an Flavinen zur Photooxidation von Benzylalkohol [CVK04] verwendet. Die
Synthesemo¨glichkeiten wurden auch auf die photokatalytische Abspaltung von Benzyl-
Schutzgruppen und die Photooxidation von aktivierten Kohlenwasserstoffen durch Flavin-
tetraacetat und Blaulicht erweitert [LK10].
Bis zu diesem Zeitpunkt sind auf Flavinsystemen basierende Photokatalysatoren un-
ter der Annahme konstruiert worden, dass unmittelbare Na¨he von Substrat und Flavin-
Chromophor die Effizienz und die Selektivita¨t des Photooxidationsprozesses steigert.
Diese Annahme basiert zum einen auf der von Marcus beschriebenen Abstandsabha¨ngig-
keit des Elektronentransfers [Mar56] und zum anderen auf Photokatalysesystemen mit
verbesserter Effizienz und Selektivita¨t, in denen entsprechende Bindungsstellen am Chro-
mophor vorliegen [SK06]. Die Produktquantenausbeute (PQA) der in dieser Arbeit un-
tersuchten Photooxidation bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen deuten jedoch
darauf hin, dass diese Annahme nicht allgemein gu¨ltig ist. Es ist daher die durch Fla-
vin katalysierte Photooxidation von Benzylalkohol mit zeitaufgelo¨sten spektroskopischen
Methoden detailliert untersucht worden.
Es wurde konkret der Mechanismus der Photooxidation von 4-Methoxybenzylalkohol
(MBA) zum entsprechenden 4-Methoxybenzylaldehyd (MBAld) unter Verwendung von
Ribof lavintetraacetat (RFTA) als Katalysator studiert (siehe Abbildung 3.2). Es wur-
den reaktive Prozesse sowohl aus dem Singulett- als auch aus dem Triplett-Zustand des
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Abb. 3.2.: Schematische Darstellung der durch Flavin katalysierten Photooxidation von
4-Methoxybenzylalkohol (MBA) zum entsprechenden 4-Methoxybenzylaldehyd (MBAld).
RFTA beobachtetet. Die Zeitskalen dieser Prozesse erstrecken sich von sub-Picosekunden
bis hin zu mehreren Mikrosekunden. Die ultra-schnellen Singulett-Dynamiken wurden
von Herrn Megerle aus der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Riedle (Lehrstuhl fu¨r Bio-
Molekulare Optik, Ludwig-Maximilians-Universita¨t Mu¨nchen) mittels der Pump-Probe
(Femtosekunden Weisslichtpuls als Probe) Technik vermessen. Details zum Femtosekun-
den Spektrometer sind in [Meg+09] beschrieben. Die langsameren Triplett-Dynamiken
wurden in dieser Arbeit mit der 2D-transienten Absorptionstechnik unter Verwendung
einer Streak Camera (SC) und einer gepulsten Xe-Blitzlampe als Weisslichtquelle (sie-
he Abschnitt 2.1) durchgefu¨hrt. Die Kombination beider Verfahren ermo¨glichte es, die
Photoreaktion des Flavinsystems detaillierter zu verstehen und so auch eine Hilfestel-
lung zum zuku¨nftigen strukturellen Aufbau fu¨r Photokatalysatoren mit verbesserter Lei-
stungsfa¨higkeit zu geben.
3.2. Experimentalteil
Neben RFTA wurde als Katalysator auch ein Flavinderivat F-I untersucht. Beide Sub-
stanzen wurden von Mitarbeitern aus der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Ko¨nig (Lehrstuhl
fu¨r Organische Chemie, Universita¨t Regensburg) synthetisiert [Sch+09]. Abbildung 3.4
zeigt die jeweiligen Strukturformen. MBA und MBAld wurden von Aldrich (98 % Rein-
heit) gekauft und direkt eingesetzt. Die Lo¨sungsmittel Acetonitril (AcN) (von Roth),
bi-destilliertes Wasser (H2O) und Dimethylsulfoxid (DMSO) (von Merck) waren von
spektroskopischer Qualita¨t. Die stationa¨ren Absorptions- und Emissionsspektren wurden
56 Flavin-katalysierten Photooxidation von 4-Methoxybenzylalkohol
mit einem Lambda 9a Spektrometer (Perkin-Elmer) und mit einem Fluorolog FL3-22
(Horiba Jobin Yvon) bei Raumtemperatur gemessen. Aus fru¨heren Studien [CVK04]
war bereits bekannt, dass die PQA dieser Reaktion in Gegenwart von Wasser signifikant
ansteigt. Die meisten Messungen wurden daher in einer 1 zu 1 Mischung aus AcN und
Wasser durchgefu¨hrt.
Fu¨r die stationa¨ren und zeitaufgelo¨sten Fluoreszenzmessungen wurde eine Fluores-
zenzku¨vette (10 mm×10 mm) verwendet. Die optische Dichte der Proben wurde auf 0.5
eingestellt. Eine Verdu¨nnungsreihe bis hin zu einer optischen Dichte von 0.05 zeigte
keinerlei Unterschied in den Lebensdauern. Die Anregung der Proben erfolgte bei 450 nm.
3.2.1. Bestimmung der Produktquantenausbeuten
Die relative PQA fu¨r unterschiedliche MBA-Konzentrationen in AcN/H2O (50:50-v/v)
wurde u¨ber die schrittweise A¨nderung der Extinktion im Bereich von 305 bis 325 nm nach
Belichtung mit Blaulichtpulsen konstanter Dauer und Intensita¨t bestimmt. Dies war
mo¨glich, da zum einen in diesem Bereich das Produkt MBAld eine viel sta¨rkere Extink-
tion als das MBA aufweist, und zum anderen die Konzentration an RFTA bzw. iodiertes
Flavinderivat (F-I) u¨ber die Belichtungszeit von 10 mal 566 ms konstant bleibt (siehe Ab-
bildung 3.3 (A)-(C)). Die Photoanregung wurde in einer 2 mm × 10 mm Quartzku¨vette
durchgefu¨hrt. Als Anregungsquelle dienten zwei Hochleistungs-LEDs (Luxeon III Emit-
ter LXHL-PBO9, Philips, 300 mW bei 460 nm), welche in einem Abstand von 1 cm zu
einander an den gegenu¨berliegenden Seiten der Ku¨vette befestigt waren. Die Wegla¨nge
fu¨r die Abfrage der Extinktionsa¨nderung betrug 10 mm und fu¨r die Photoanregung 2 mm.
Eine am Lehrstuhl entwickelte Steuereinheit fu¨r die LEDs wurde verwendet, um Licht-
pulse reproduzierbarer La¨nge und Intensita¨t zu gewa¨hrleisten. Die Absorptionsspektren
wurden mit einem Lambda 9a Spektrometer (Perkin-Elmer) aufgenommen. Die Tempe-
ratur innerhalb der Ku¨vette wurde auf 20℃ thermostatisiert (siehe Abschnitte 2.2).
Fu¨r die Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Messungen musste beru¨cksichtigt
werden, dass zum einen das Absorptionsspektrum eines Chromophors sich mit der Va-
riation an eingesetztem Substrat a¨ndert, und dass zum anderen sich die Absorptions-
spektren unterschiedlicher Chromophore unterscheiden. Daher wurde jeweils das U¨ber-
lappintegral zwischen dem normierten Emissionsspektrum der Anregungs-LED und dem
Absorptionsspektrum des Systems vor der Belichtung gebildet. Diese Gro¨ßen sind pro-
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Abb. 3.3.: Bestimmung relativer Produktquantenausbeuten (PQA). Es wurde eine Sequenz
von Absorptionsspektren nach Belichtung bei 460 nm mit Pulsen von 566 ms Dauer aufgenom-
men. Die Konzentration an MBA betrug 0.5 mM und an Katalysator RFTA (A) bzw. F-I
(B) 40µM. (C) zeigt die A¨nderung der Fla¨chen unterhalb der Extinktion im Bereich von
305 bis 325 nm aufgrund von Umsatz an MBAld (siehe markierte Bereiche) gegenu¨ber der
Belichtungszeit fu¨r die Messungen (A) (blaue Linie) und (B) (gru¨ne Linie). Es wurde auf die
Anzahl absorbierter Photonen korrigiert (siehe Text). Die Steigungen ∆F∆tkorr sind proportional
zur PQA des jeweiligen Systems.
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portional zur Anzahl absorbierter Photonen pro Zeiteinheit ∆t. Die U¨berlappintegrale
wurden anschließend auf das gro¨ßte vorkommende U¨berlappintegral aller Messungen i
normiert, so dass i Korrekturfaktoren fi = {0 ≤ fi ≤ 1} erzeugt werden. Die Belich-
tungszeiten ∆ti wurden mit ∆tkorr,i = fi∆ti korrigiert. Schließlich wurden die integralen
Extinktionsa¨nderungen F gegen die korrigierte Belichtungszeit tkorr fu¨r jedes System
aufgetragen. Die Steigungen ∆F
∆tkorr
dieser Auftragungen sind proportional zur PQA des
jeweiligen Systems. Im Vorfeld wurde in der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Ko¨nig (Lehr-
stuhl fu¨r Organische Chemie, Universita¨t Regensburg) die PQA bei 2 mM RFTA und
20 mM an MBA zu 3 % mit einer anderen Methode bestimmt [Meg+10]. Dabei erfolgte
die Verfolgung des Umsatzes an MBAld nach definierter Belichtungszeit mit 20.2 mW
bei 443 nm u¨ber eine quantitative Gaschromatographie. Die in dieser Arbeit bestimmten
Werte der relativen PQA wurden auf den Wert von 3 % bei 20 mM an MBA skaliert, um
absolute Werte zu erhalten.
3.3. Resultate und Diskussion
Die Flavin basierte Photoxidation von MBA zum MBAld wurde mit stationa¨ren und
zeitaufgelo¨sten Messungen untersucht. Die zeitaufgelo¨sten Spektren werden verschiede-
nen Redox- und Protonierungszusta¨nden der beteiligten Spezies zugeordnet. Daraus wird
schließlich ein Modell fu¨r den Oxidationsmechanimus postuliert.
3.3.1. Stationa¨re Absorptionsspektroskopie
Die stationa¨ren Absorptions- und Emissionsspektren der oxidierten Grundzustandsfor-
men von RFTA und F-I in AcN/H2O (50:50-v/v) sind in Abbildung 3.4 dargestellt.
Man erkennt in beiden Fa¨llen eine sehr charakteristische Form, welche sehr a¨hnlich ist
zu bereits aus der Literatur bekannten Spektren anderer Flavinderivate [Hee82; ST96].
Beide Verbindungen zeigen drei Absorptionsbanden mit Maxima bei 446 nm, 362 nm und
268 nm im Fall von RFTA und 451 nm, 334 nm und 276 nm im Fall von F-I. Alle Banden
besitzen eine hohe Extinktion in der Gro¨ßenordnung von 104 L mol−1cm−1, was fu¨r einen
pi → pi∗ Charakter dieser U¨berga¨nge spricht [Hee82]. Der S0→ S1 U¨bergang ist in beiden
Fa¨llen leicht strukturiert und la¨sst drei Schwingungszusta¨nde im elektronisch angereg-
ten S1-Zustand erkennen. Ein Unterschied zwischen der iodierten und der nicht iodierten
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Form zeigt sich in der Aufspaltung zwischen dem S1- und dem S2-Zustand, die in RFTA
kleiner ist als im F-I. Weiterhin zeigt F-I eine um den Faktor 1.7 ho¨here Extinktion
fu¨r den S0 → S3 U¨bergang. Die Emissionspektren zeigen in beiden Fa¨llen eine einzelne
breite Bande mit Maxima bei 529 nm bei RFTA und 539 nm bei F-I. Abbildung 3.4
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Abb. 3.4.: Stationa¨re Absorptionsspektren der oxidierten Formen von Riboflavintetraacetat
(RFTA, blau) und iodiertem Flavinderivat (F-I, gru¨n), 4-Methoxybenzylalkohol (MBA, rot)
und 4-Methoxybenzylaldehyd (MBAld, schwarz) gelo¨st in AcN/H2O (50:50-v/v). Die Emis-
sionsspektren von RFTA und F-I sind in den entsprechenden Farben und normiert auf das
jeweilige Absorptionsmaximum als gestrichelte Linie dargestellt.
zeigt weiter die Absorptionsspektren des Edukts MBA und des in der Photokatalyse
erhaltenen Produkts MBAld ebenfalls in AcN/H2O (50:50-v/v). Beide Spektren zeigen
eine einzige Bande im UV mit Maxima bei 274 nm im Fall von MBA und bei 282 nm im
Fall vom MBAld. Das Produkt MBAld hat eine um den Faktor 11 gro¨ßere Extinktion
im Vergleich zum Edukt MBA.
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3.3.2. Photophysik des RFTA
Zuna¨chst wurde die Photophysik des reinen Chromophors RFTA im angeregten S1-
Zustand charakterisiert. Der Zeitbereich von einigen ps bis hin zu einigen ns wurde
mittels transienter Absorption und TCSPC abgedeckt.
Die Dynamik des Singulett-Zustand von RFTA
In Abbildung 3.5 (A) sind die transienten Absorptionsspektren von RFTA in AcN/H20
(50:50-v/v) im Bereich von -1 bis 1000 ps nach der Anregung bei 480 nm (S0 → S1
U¨bergang) dargestellt. Im gesamten Zeitbereich sind drei Hauptbeitra¨ge erkennbar, die
alle U¨berga¨ngen im RFTA zuzuschreiben sind. Zwei Banden davon zeigen eine nega-
tive A¨nderung in der optischen Dichte. Dabei entspricht die Bande um 440 nm dem
GSB und die Bande um 550 nm der SE. Diese beiden negativen Banden sind teilweise
u¨berlagert von der ESA des 1RFTA∗, die ein Maximum bei etwa 360 nm aufweist (siehe
Abbildung 3.5 (B)). Bezogen auf ihre Anfangsamplitude nehmen die ESA und die SE
zu etwa 15 % ab, wa¨hrend der GSB in diesem Zeitbereich sich nicht merklich vera¨ndert
(siehe Abbildung 3.5 (C)). Bei Annahme, dass das 1RFTA∗ ausschließlich in den Grund-
zustand zerfa¨llt, wa¨re bezogen auf die jeweilige Anfangsamplitude eine proportionale
Abnahme aller spektralen Beitra¨ge zu erwarten. Die Tatsache, dass der GSB langsa-
mer zuru¨ckgeht als die SE und die ESA, deutet jedoch auf einen nicht vollsta¨ndigen
U¨bergang vom 1RFTA∗ in den Grundzustand hin. Der S1-Zustand zerfa¨llt demnach
zusa¨tzlich in eine weitere Spezies X. Die Lebensdauer des S1-Zustands la¨sst sich durch
einen mono-exponentiellen Fit an eine Zeitspur bei λ = 550 nm (SE-Signal) abscha¨tzen
zu τ = (6.7 ± 1) ns. Eine genaue Bestimmung der S1-Lebensdauer erfolgte u¨ber Mes-
sung der Fluoreszenzlebensdauer von RFTA in AcN/H20(50:50-v/v) und in AcN/DMSO
(98:2-v/v) mittels TCSPC. Man findet in beiden Fa¨llen einen Wert von (6.0± 0.02) ns,
welcher sehr a¨hnlich zu anderen Flavinen in Lo¨sung ist [Wei+08]. Aus den Zeitverla¨ufen
ging bereits hervor, dass der S1-Zustand nicht vollsta¨ndig in den Grundzustand u¨bergeht
sondern zu einem gewissen Teil auch in eine Spezies X. Um einen Hinweis u¨ber das Spek-
trum dieser Spezies zu erhalten, wurde ein globaler exponentieller Fit an die Datenmatrix
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Abb. 3.5.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D transienten Absorptionsdatenmatrix ge-
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durchgefu¨hrt3. Dabei wurde zum einen angenommen, dass der S1-Zustand mit der zuvor
bestimmten Rate fu¨r die Fluoreszenzlebensdauer (τfl)
−1 = 166.4× 105 s−1 zerfa¨llt. Zum
anderen wurde fu¨r die Zerfallsrate der Spezies X kX  (τfl)−1 angenommen, so dass auf
der Zeitskala der Messdaten kX = 0 gesetzt werden kann. Es ergaben sich die beiden in
Abbildung 3.6 dargestellten DADS. Das Spektrum mit der Lebensdauer fu¨r den Zerfall
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Abb. 3.6.: DADS aus dem globalen Fit. Die schwarze Linie zeigt das Spektrum bei ∆t = 300 fs
nach der Anregung.
des S1-Zustands (gru¨ne Linie) hat eine hohe A¨hnlichkeit mit dem Spektrum gemessen
bei t = 300 fs nach der Anregung (schwarze Linie). Dennoch sind Unterschiede zu er-
kennen. Die negative Amplitude des GSB ist bezogen auf die positive Amplitude der
ESA deutlich reduziert. Des Weiteren ist die Amplitude der SE bezogen auf die ESA
weiter herabgesunken. Dies zeigt an, dass die ESA sowohl in den Grundzustand als auch
in eine langwellig von 500 nm absorbierende Spezies u¨bergeht. Die spektrale Struktur
3Fu¨r eine ausreichend gute Beschreibung der Daten waren zwei weitere Exponentialfunktionen not-
wendig. Eine Funktion beschreibt dabei das koherente Artefakt am Zeitnullpunkt mit τ ≈ 10 fs. Eine
weitere Komponente mit τ = 1.2 ps hat nur einen kleinen Beitrag und la¨sst sich der Relaxation des
RFTA und seiner Lo¨sungsmittelumgebung zuschreiben. Derartige Prozesse sind bereits am System
von Riboflavin in Wasser und in DMSO charakterisiert worden und liegen bei diesem System im
Bereich von 0.5-0.9 ps [Wei+08]. Eine detailliertere Analyse dieser Prozesse liegt nicht im Rahmen
dieser Arbeit und wurde nicht weiter verfolgt.
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dieser Spezies ist vom starken SE-Signal u¨berlagert und kann daher in diesem DADS
nicht beobachtet werden. Das DADS zu kX = 0 (blaue Linie) besitzt hingegen eine breite
Absorptionsbande im Bereich von 500 bis 700 nm mit zwei lokalen Maxima. Zudem ist
ein steileres Ansteigen der Extinktion bei λ < 350 nm im Vergleich zum ersten DADS
zu erkennen. Die Form der Absorptionsbande im Bereich von 500 bis 700 nm ist a¨hnlich
zu publizierten Triplett-Spektren anderer Flavinderivate [ST96; Mel+99]. Beru¨cksichtigt
man, dass auf dieser Zeitskala die Population dieses Zustands ≤ 15 % der angeregten
Moleku¨le betra¨gt (Die Amplitude der ESA nimmt nur zu 15 % ab), so ist eine Kla¨rung
der spektralen Charakteristika und folglich eine genaue Zuordnung dieser Spezies an
dieser Stelle noch nicht mo¨glich.
Die Dynamik des Triplett-Zustand von RFTA
Im Bereich von -1 bis 1000 ps deutete sich in der TA von RFTA bereits die Bildung
des Triplett-Zustands 3RFTA an. Zur Messung der genauen spektralen Signatur des
Triplett-Zustands wurden daher Messungen an reinem RFTA in AcN/H2O (50:50-v/v)
mit dem SC Aufbau durchgefu¨hrt. In Abbildung 3.7 (A) ist die 2D-TA-Datenmatrix
dargestellt. Neben dem starken Laser- und Fluoreszenz-Signal (weißer Bereich in Ab-
bildung 3.7 (A)), welches die Zeitauflo¨sung des Experimentes widerspiegelt, ist in den
Daten nach der Anregung eine deutliche positive Absorption zum einen im Bereich von
300 bis 410 nm und zum anderen im Bereich von 500 bis 750 nm zu finden. Im Bereich
von 410 bis 500 nm ist das GSB zu erkennen. Die in Abbildung 3.7 (B) dargestellten zeit-
lichen Schnitte bei 700 nm (repra¨sentativ fu¨r die T1 → Tn-Absorption) und bei 435 nm
(repra¨sentativ fu¨r das GSB) zeigen deutlich, dass die positive und die negative TA auf
der gleichen Zeitskala von etwa 4µs wieder in die Grundlinie abgeklungen sind. Aus
diesem Grund wurde fu¨r die Analyse der Datenmatrix ein mono-exponentielles Modell
verwendet4. Es wurde das in Abbildung 3.7 (C) (schwarze Linie) dargestellte DADS mit
einer Lebensdauer von 1.3µs erhalten. Dieses Spektrum besitzt deutlich unterschiedli-
che Charakteristika im Vergleich zum S1 Spektrum, welches kurz nach der Anregung bei
den Femtosekundenexperimenten erhalten wurde (∆t = 300 fs, graue gestrichelte Linie
in Abbildung 3.7 (C)). Im Vergleich zum S1-Spektrum zeigt es langwellig von 500 nm ei-
4Der Bereich der schnellen Fluoreszenz wurde in einem Fall mit einer zusa¨tzlichen Exponentialfunktion
gefittet und in einem anderen Fall herausgeschnitten und in der Summe der kleinsten Fehlerquadra-
te nicht mitberu¨cksichtigt. In beiden Fa¨llen wurde das gleiche Resultat fu¨r die langlebige Spezies
erhalten.
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Abb. 3.7.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Datenmatrix gemessen an 40µM RFTA
in AcN/H20(50:50-v/v) Lo¨sung nach Anregung bei 450 nm. (B): Zeitschnitte bei verschiedenen
Wellenla¨ngen entsprechend der gestrichelten Linien in (A). (C): DADS aus dem globalen Fit.
Die graue gestrichelte Linie zeigt das Spektrum bei t = 300 fs nach der Anregung aus dem
Femtosekundenexperiment. (D): Triplett-Spektrum generiert durch Addition eines Bruchteils
a des GZ-Spektrums (schwarze Linie) und anschließender Skalierung auf den Extinktionsko-
effizienten des GZ-Spektrums. Das Spektrum mit a = 0.375 (gru¨ne Linie) zeigt die gro¨ßte
A¨hnlichkeit zu publizierten Triplett-Spektren a¨hnlicher Flavinderivate [ST96; Mel+99].
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ne breite Absorptionsbande mit drei lokalen Maxima. Addiert man auf dieses Spektrum
etwa 37.5 % des GZ-Spektrums, so erha¨lt man eine gute U¨bereinstimmung mit den pu-
blizierten Triplett-Spektren a¨hnlicher Flavinderivate [ST96; Mel+99]. Somit kann dieses
SAS dem 3RFTA zugeschrieben werden. Die lokalen Maxima liegen bei 380, 500, 645 und
704 nm. Die Ratenkonstante von 7.7·105 s−1 spiegelt das diffusionskontrollierte Lo¨schen
des Triplett-Zustands durch Sauerstoff wieder. Dieser Wert ist auch vergleichbar mit
Werten, die an a¨hnlichen Flavinsystemen gemessen wurden [LBS04; Mar+02; Bra+04].
Nach Entgasung mittels vier Zyklen von ,,Freeze Pump and Thaw”5 (Vakuum beim
abpumpen betrug ∼ 10−6 mbar) sollte die intrinsische Lebensdauer des 3RFTA gemessen
werden. Allerdings wurde keine mono-exponentielle Dynamik des Tripletts mehr beob-
achtet. In Abbildung 3.8 sind die Messergebnisse im Vergleich zur nicht entgasten Probe
dargestellt. Man beobachtet a¨hnliche spektrale Beitra¨ge in beiden Datensa¨tzen. In Abbil-
dung 3.8 (A) erkennt man eine positive Absorption in den Bereichen 300 bis 400 nm und
500 bis 750 nm und eine negative Absorption im Bereich von 410 bis 500 nm. Die Signatu-
ren sind im Fall O2-freier Lo¨sung jedoch auf einem viel gro¨ßeren Zeitbereich (> 100µs)
zu beobachten. Die positive Absorption im Bereich um 700 nm ist bereits nach etwa
60µs vollsta¨ndig abgeklungen. Im Bereich von 360 nm wird hingegen zuerst ein schneller
Anstieg der Absorption gefolgt von einem langsameren Abfallen beobachtet. Dieses lang-
same Abklingen geht u¨ber das Messzeitfenster hinaus (siehe Abbildung 3.8 (C1) und
(C4)). Der GSB bei 440 nm und eine positive Absorption bei 520 nm bleiben ebenfalls
u¨ber das Messzeitfenster hinaus existent (siehe (C2) und (C3) in Abbildung 3.8). Die
Dynamik - von der schnellen Fluoreszenz abgesehen - innerhalb der Datenmatrix la¨sst
sich mit drei Exponentialfunktionen gut beschreiben. Die entsprechenden DADS sind in
Abbildung 3.8 (D1)-(D3) (schwarze Linien) dargestellt. Es ergeben sich Lebensdauer
von τ1 = 12µs, τ2 = 25µs und τ3 = 118µs. Das DADS mit τ2 = 25µs hat eine hohe
A¨hnlichkeit zum DADS, das aus einer Messungen in Anwesenheit von O2 erhalten wurde.
Es scheint sich dabei um den intrinsischen Zerfall des Tripletts in den Grundzustand zu
handeln. Das mit 12µs schnellste der drei DADS zeigt drei Abweichungen im Vergleich
zum DADS mit τ2 = 25µs. Erstens weist die breite positive Absorptionsbande von 500
bis 750 nm hier eine konstant gleiche Amplitude auf. Zweitens ist sowohl das Maximum
der positiven Absorptionsbande bei 383 nm auf 401 nm als auch das Minimum der nega-
tiven Absorptionsbande bei 444 nm auf 460 nm rot verschoben. Und drittens zeigt sich
5Es wurde ein Aufbau verwendet, der in der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Yersin installiert wurde.
Details sind in der Dissertation von Herrn Dr. Rausch zu finden [Rau11].
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Abb. 3.8.: Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Matrix gemessen an 40µM RFTA in
AcN/H20(50:50-v/v) Lo¨sung nach Anregung bei 450 nm im 100µs-Fenster.(A): Nicht entgast.
(B): Entgast. ((C1)-(C4)): Vergleich der Zeitschnitte bei verschieden Wellenla¨ngen entspre-
chend der gestrichelten Linien in (A). ((D1)-(D3)): DADS aus den jeweiligen globalen Fits.
Schwarze Linie: Entgast. Graue Linie: Nicht entgast.
3.3 Resultate und Diskussion 67
um 350 nm eine neu auftretende negative Bande. Dieses Spektrum zeigt den Zerfall des
Tripletts in eine oder mehrere neue Spezies an. Das DADS mit der la¨ngsten Lebensdauer
von 118µs hat eine positive Bande bei 366 nm, eine negative Bande bei 444 nm und eine
weitere breite positive Bande im Bereich von 490 bis 650 nm mit einem lokalen Maxi-
mum bei 506 nm. Die breite Absorptionsbande weist nur etwa ein Drittel der Extinktion
im Vergleich zur Bande bei 366 nm auf. Die vorhandenen spektralen Charakteristika
lassen durch Vergleich mit Literaturdaten bereits auf die Bildung des 2RFTA•− schlie-
ßen [HPP79; ST96]. Bemerkenswerterweise wird das Radikalanion trotz einer wa¨ssrigen
Umgebung in Form von AcN/H2O (50:50-v/v) innerhalb des Messzeitfensters von 100µs
nicht protoniert.
Eine Reaktion mit dem Lo¨sungsmittel scheint unwahrscheinlich, und daher muss die
Reduktion der 3RFTA-Spezies aus einem bi-molekularen Prozess entweder mit einem
weiteren 3RFTA oder mit einem RFTA im Grundzustand heraus stattfinden. Weitere
Messungen am sauerstofffreien System mit unterschiedlichen Anregungsenergien zeigten,
dass das Abklingverhalten des Triplett-Zustands von seiner transienten Konzentration
abha¨ngt (siehe Abbildung 3.9), was die Annahme einer bi-molekularen Reaktion zwei-
er 3RFTA weiter besta¨rkt. Bei einem Elektronentransfer (eT)-Prozess zwischen zwei
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Abb. 3.9.: Messungen an 40µM RFTA in entgaster AcN/H20(50:50-v/v) Lo¨sung nach An-
regung bei 450 nm im 100µs-Fenster fu¨r die Anregungsenergien 3, 5 und 10 mJ pro Puls.
Dargestellt sind normierte Bandenintegrale im Spektralbereich von 700 bis 720 nm.
3RFTA-Spezies wa¨re ein Ionenpaar bestehend aus 2RFTA•− und 2RFTA•+ die denkba-
re Folge. Beide Spezies besitzen Absorptionsbanden im sichtbaren Spektralbereich mit
Extinktionskoeffizienten gleicher Gro¨ßenordnung und mu¨ssten demzufolge beobachtbar
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sein [ST96; LMN11]. Vom Flavin Radikalkation ist bekannt, dass die Lebensdauer in
wa¨ssriger Lo¨sung im Bereich von 10 bis 15µs liegt. Dies liefert eine mo¨gliche Erkla¨rung
dafu¨r, dass in den DADS die spektralen Charakteristika des Kations im Zeitfenster von
100µs nicht deutlich ersichtlich sind.
3.3.3. Produktquantenausbeute in Abha¨ngigkeit der
Substartkonzentration
In stationa¨ren Messungen wurde die PQA der photokatalytischen Reaktion vom MBA
zum MBAld in Abha¨ngigkeit der Substratkonzentration untersucht. In Abbildung 3.10
ist die PQA im Konzentrationsbereich von 1 bis 500 mM dargestellt. Fu¨r einen produk-
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Abb. 3.10.: PQA der Bildung von MBAld in Abha¨ngigkeit der eingesetzten Konzentration an
MBA. Es wurde in AcN/H20(50:50-v/v) gemessen und RFTA als Photokatalysator eingesetzt.
tiven Prozess aus dem Singulett wu¨rde man erwarten, dass die PQA monoton bis auf
einen konstanten Wert ansteigt [FKT85; FK99; Fuk+01]. Allerdings ergibt sich in die-
sem System ein anderes Verhalten mit einem Maximum der PQA von 3 % bei 20 mM an
MBA. Sowohl fu¨r ho¨here als auch fu¨r kleinere Konzentrationen fa¨llt die PQA deutlich
ab.
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3.3.4. Sehr schneller nicht produktiver Photozyklus
Zu Beginn wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Konversion vom Alkohol zum Alde-
hyd besonders effizient wird, wenn das Substrat MBA mit dem Photokatalysator RFTA
in unmittelbaren Kontakt steht. Die Untersuchungen der PQA widersprachen dieser An-
nahme jedoch bereits. In den ersten Femtosekundenexperimenten sollte dem Grund fu¨r
die abfallende Effizienz der PQA nachgegangen werden.
Femtosekundendynamik von RFTA in reinem MBA
Der Schmelzpunkt von MBA liegt im Bereich von 22-25℃. Zugabe von 2 mM RFTA
fu¨hrt aber bereits zu einer ausreichenden Schmelzpunkterniedrigung, so dass bei Raum-
temperatur eine hoch viskose Lo¨sung hergestellt werden konnte. So konnten transiente
Absorptionsmessungen bei Raumtemperatur in einer Durchflussku¨vette ohne Zugabe
von Lo¨sungsmitteln durchgefu¨hrt werden. In Abbildung 3.11 (A) sind die transienten
Absorptionsspektren von RFTA in reinem MBA im Bereich von -1 bis 1000 ps nach der
Anregung bei 480 nm dargestellt. Man erkennt drei Hauptbeitra¨ge in diesen Spektren,
die alle a¨hnlich derer aus der Messung von RFTA in AcN/H2O (50:50-v/v) sind (siehe
Abbildung 3.11 (A)). Auch hier ko¨nnen alle Banden U¨berga¨ngen des RFTA zugeschrie-
ben werden. Das GSB liegt bei 450 nm, die SE bei 560 nm, und die ESA hat ihr Maximum
bei etwa 370 nm. Die kleinen Unterschiede in der Form und Lage der Banden im Ver-
gleich zur Situation von RFTA in AcN/H2O (50:50-v/v) ko¨nnen der ho¨heren Polarita¨t
des MBA zugeschrieben werden [Rei04]. Abbildung 3.11 (A) ist weiter zu entnehmen,
dass all diese Signaturen innerhalb von ca. 100 ps wieder zuru¨ck in die Grundlinie lau-
fen. Dieses deutet auf eine vollsta¨ndige Deaktivierung zuru¨ck in den Grundzustand des
RFTA.
Die SE bei etwa 560 nm weist eine zusa¨tzliche signifikant schnellere Dynamik auf als
die Ru¨ckkehr des Grundzustands bei etwa 450 nm und der Zerfall der ESA bei etwa
370 nm. Abbildung 3.11 (B) zeigt dies deutlich am Vergleich der Schnitte bei 450 nm
und 560 nm. Das schnelle Abklingen (einige ps) der SE geht einher mit einer erkenn-
baren Rotverschiebung der transienten Absorptionsbande um etwa 10 nm. Eine merk-
liche Grundzustandsru¨ckkehr ist auf dieser Zeitskala jedoch nicht zu beobachten. Das
transiente Spektrum des angeregten Zustands nach dem schnellen Lo¨schen der Fluores-
zenz (∆t = 10 ps) ist mit Ausnahme kleiner Verschiebungen und der fehlenden Bande
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Abb. 3.11.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D transienten Absorptionsdatenmatrix ge-
messen an 2 mM RFTA in MBA nach Anregung bei 480 nm. Die Verzo¨gerungszeit ist zwischen
-1 ps und 1 ps linear und zwischen 1 ps und 1000 ps logarithmisch aufgetragen. (B): Zeitschnit-
te bei verschieden Wellenla¨ngen entsprechend der gestrichelten Linien in (A). (C-D): DADS
aus dem globalen Fit. In D ist zusa¨tzlich das transiente Absorptionsspektrum zum Zeitpunkt
∆t = 140 fs hinterlegt (graue Linie).
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der SE sehr a¨hnlich dem anfa¨nglich gemessenen transienten Spektrum des S1-Zustands
(∆t = 140 fs). Ein globaler Fit mit einem bi-exponentiellen Modell lieferte eine sehr
gute U¨bereinstimmung mit den Daten6. Die resultierenden DADS mit Lebensdauern
von 2.4 und 40 ps sind in Abbildung 3.11 (C) und (D) dargestellt. Die schnelle Kom-
ponente weist einen deutlichen Beitrag nur in der Bande der SE auf, nicht aber im
Bereich des GSB. Letzterer ist dagegen nur in der langsamen Komponenten zu finden.
Die A¨hnlichkeit zum transienten Spektrum des S1-Zustands bei ∆t = 140 fs ist mit
Ausnahme der fehlenden SE auch in der langsamen Komponente zu erkennen. Eine
derartige Situation kann durch einen Lo¨schmechanismus erkla¨rt werden, in dem ein eT
zum angeregten Chromophor stattfindet. Das in Abbildung 3.12 dargestellte vereinfachte
Orbitalbild illustriert diesen Deutungsversuch. Der S1-Zustand sei na¨herungsweise wie-
dergegeben durch die Anregung eines Elektrons aus dem Highest Occupied Molecular
Orbital (HOMO) in das daru¨ber liegende Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LU-
MO). Das beobachtete transiente Spektrum des S1-Zustandes ergibt sich dann entweder
aus den U¨berga¨ngen ausgehend vom einfach besetzten LUMO oder durch Anregung
tiefer gelegener HOMOs in das einfach besetzte HOMO, so dass das ,,Loch” weiter her-
abgesetzt wird. Kommt es zu einem eT vom umgebenden MBA in das halb besetzte
HOMO des angeregten RFTA, werden in erster Na¨herung die ho¨heren nicht besetzten
Orbitale kaum beeinflusst. Daraufhin wird sich das transiente Spektrum entsprechend
auch nur geringfu¨gig a¨ndern. Die beobachteten spektralen Signaturen stimmen auch gut
mit dem bereits aus der Literatur bekannten Absorptionsspektrum des Flavinradikala-
nions u¨berein [ST96]. Im Bereich um etwa 440 nm wu¨rde man eine schwache Signatur
des Radikalkation 2MBA•+ erwarten [Bac+96; BBS97; BBS99], diese ist jedoch von
dem viel sta¨rkeren Ausbleichen des Grundzustands des RFTA u¨berlagert und daher
spektroskopisch nicht beobachtbar. Des Weiteren werden keinerlei Signale bei la¨ngeren
Verzo¨gerungszeiten beobachtet, was auf eine vollsta¨ndige Rekombination schließen la¨sst.
Im letzten Schritt kommt es somit zu einem ru¨ck-Elektronentransfer (r-eT) zuru¨ck auf
das 2MBA•+ aus dem Singly Occupied Molecular Orbital (SOMO) des 2RFTA•−, und
beide Moleku¨le befinden sich wieder in ihren Grundzusta¨nden.
Offensichtlich durchla¨uft das RFTA in reinem MBA einen nicht produktiven Zyklus.
Denn nach einem schnellen eT (2.4 ps) vom MBA in den S1 des RFTA folgt direkt
ein ebenfalls schneller r-eT, der die Reaktanten in ihre Grundzusta¨nde zuru¨ckfu¨hrt.
6Fu¨r eine ausreichend gute Beschreibung der Daten war eine weitere Exponentialfunktion notwendig,
die das koherente Artefakts am Zeitnullpunkt mit τ ≈ 10 fs beschreibt.
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Abb. 3.12.: Vereinfachtes Orbitalbild als Deutungsversuch fu¨r die schnelle Lo¨schung des
RFTA S1-Zustands in reinem MBA. Nach Photoanregung (hν) wird der S1 u¨ber einen HO-
MOa-LUMOb-U¨bergang gebildet. Das transiente Spektrum ergibt sich dann entweder aus den
U¨berga¨ngen ausgehend vom einfach besetzten LUMOb oder durch Anregung tiefer gelegener
HOMOas in das einfach besetzte HOMOa, so dass das ,,Loch” weiter herabgesetzt wird. In
erster Na¨herung seien diese U¨berga¨nge nicht beeinflusst nach einem zusa¨tzlichen eT in das
einfach besetzte HOMOa des S1-Zustandes, so dass sich das transiente Spektrum kaum a¨ndert.
Schließlich kommt es zu einem r-eT zuru¨ck aus dem SOMOc in den Grundzustand.
aHighest Occupied Molecular Orbital (HOMO)
bLowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO)
cSingly Occupied Molecular Orbital (SOMO)
Auch geht aus diesen Daten hervor, dass in reinem MBA als Lo¨sungsmittel der Triplett-
Zustand 3RFTA keinerlei Rolle spielt. Die von Riboflavin in H2O bekannte ISC Ra-
te [STM08; IPH03] von 7.37 × 107 s−1 liegt na¨mlich etwa drei Gro¨ßenordnungen unter-
halb der konkurrierenden Lo¨schrate ∼(2.4 ps)−1 fu¨r den S1-Zustand. Somit verhindert
die schnelle Ru¨ckreaktion weitere Elektron- und Protontransferreaktionen, welche auf
dem Weg vom Alkohol zum Aldehyd erforderlich wa¨ren. Dementsprechend wird selbst
nach Langzeitbelichtung kein Umsatz von MBA zum MBAld beobachtet.
Lebensdauer von 1RFTA in Abha¨ngigkeit der MBA-Konzentration
Im na¨chsten Schritt wurde AcN/H2O (50:50-v/v) als Lo¨sungsmittel verwendet, um
RFTA und MBA in gewu¨nschten Konzentrationen zu lo¨sen. Durch die Variation der
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Konzentration an MBA war es nun mo¨glich, den mittleren Abstand zwischen den Reak-
tionspartnern einzustellen. Da eT-Prozesse eine starke Abstandsabha¨ngigkeit besitzen,
war eine deutliche Abnahme der entsprechenden Raten mit abnehmender Konzentration
zu erwarten.
Die TA-Spektren des RFTA in Lo¨sung im Bereich bis zu 1 ns nach der Anregung sind
sehr a¨hnlich zu denen in reinem MBA. Sie enthalten die gleichen Signaturen: Die starke
ESA-Bande um 360 nm, die negative GSB-Bande um 440 nm und die negative SE-Bande
um 550 nm.
In der Abwesenheit von MBA erlaubte das Zeitfenster von 1 ns nur die Beobachtung
des Beginn eines langsamen Zerfalls aller Signale, welcher den Zerfall des S1-Zustands
anzeigt. Dieser ist in Abschnitt 3.3.2 bereits diskutiert worden. Mit zunehmender Zuga-
be von MBA in Konzentrationen von mehreren Hundert mM zerfallen alle Signaturen
zunehmend schneller. So ist z.B. die Amplitude bei einer Verzo¨gerung von 300 ps im Fall
von 400 mM MBA bereits auf 50 % abgefallen bezogen auf den anfa¨nglichen Wert direkt
nach der Anregung (siehe Abbildung 3.13). Im Unterschied zu der Situation in reinem
MBA zerfa¨llt die SE-Bande nun auf der gleichen Zeitskala wie alle anderen Signaturen.
Der Grund dafu¨r ist, dass die Reaktion zwischen 1RFTA∗ und MBA einen zweistufigen
Prozess darstellt, da sich die Reaktionspartner aus einer großen Entfernung durch Diffu-
sion zuerst na¨her kommen mu¨ssen, bevor der eT-Prozess und alle weiteren Schritte aus
der nahen Konfiguration heraus stattfinden ko¨nnen. Bei nicht extrem hohen Konzentra-
tionen an MBA (< 1 M) ist die Rate fu¨r die Bildung eines entsprechenden Paares von
1RFTA∗ und MBA viel kleiner als die Rate erster Ordnung 1keT = (2.4 ps)−1 des eT-
Prozess und auch als die Rate 1kr-eT = (40 ps)
−1 des r-eT-Prozess (siehe Abschnitt 3.3.4).
Dies zeigt, dass der eT von der diffusionslimitierten Bildung des 1RFTA∗-MBA-Paares
abha¨ngt. Dies fu¨hrt wiederum zur unproduktiven Deaktivierung des 1RFTA∗ durch
einen eT-Zyklus wie in reinem MBA. Das Fehlen jedweder Produktsignale bei langen
Verzo¨gerungszeiten fu¨r die ho¨chsten Konzentrationen an MBA besta¨tigt dieses Modell.
Diffusionskontrollierte Lo¨schung von angeregten Zusta¨nden kann mit einem Modell be-
schrieben werden, das auf Smoluchowsky zuru¨ckgeht. Die mathematische Beschrei-
bung dieses Models ist in [Ric85] zu finden. Es wurde daraufhin eine quantitative Mo-
dellierung an Bandintegralen u¨ber die Transienten an individuellen Wellenla¨ngen durch-
gefu¨hrt. Fu¨r kleine Konzentrationen an MBA konnte eine gute U¨bereinstimmung des Dif-
fusionsmodells mit den transienten Daten erreicht werden. Bei hohen Konzentrationen
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Abb. 3.13.: Zerfall der ESA-Bande (A) und der SE-Bande (B) von RFTA in AcN/H2O
(50:50-v/v) fu¨r die entsprechenden Konzentrationen an MBA wie in (A) abgebildet. Die Da-
ten wurden normiert auf die anfa¨ngliche Amplitude nach der Photoanregung. Die Zeitschnitte
wurden durch Integration u¨ber die Bande von 300 bis 409 nm fu¨r die ESA und u¨ber die Bande
von 525 bis 625 nm fu¨r die SE ermittelt (offene Kreise). Die Fitfunktion entspricht dem Dif-
fusionsmodell nach Gleichung 3.1 (rote Linien). Die Verzo¨gerungszeit ist zwischen -1 und 1 ps
linear und zwischen 1 und 1000 ps logarithmisch.
an MBA zeigte sich aber eine zusa¨tzlich schnelle Komponente in der RFTA-Dynamik. Da
die Smoluchowski-Theorie bereits eine obere Grenze fu¨r die Reaktionsrate bei Kon-
takt darstellt [Sre+09], kann dies nicht aufgrund der vereinfachenden Annahmen der
Diffusionsfitfunktion sein. Fu¨r eine konsistente Modellierung bei allen Konzentrationen
an MBA wurde daher ein exponentieller Term mit einer ps-Abklingzeit zu der Fitfunk-
tion hinzu addiert. Die Diffusionsdynamik in allen drei Hauptbanden (ESA, GSB und
SE) konnte dadurch fu¨r eine gegebene Konzentration an MBA mit einem gemeinsamen
Satz an Parametern beschrieben werden. Die verwendete Fitfunktion lautet
∆ODmod(t) = Adiff exp
{
−kflt− 103NA4piRwwD[MBA]0
(
1 +
2Rww√
piDt
)
t
}
+Afast exp(−kfastt), (3.1)
wobei NA die Avogadro’sche Konstante, D die Diffusionskonstante, [MBA]0 die einge-
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setzte Konzentration an MBA und Rww der Wechselwirkungsradius sind. Adiff ist der
Anteil des diffusionskontrollierten Prozesse7. Der Anteil der Amplitude Afast nimmt
mit der Konzentration an MBA zu (siehe Tabelle 3.1). Sie wird daher vor-assoziierten
[MBA] / [mM] 100 200 400 800 1600
Afast
Adiff
0.05 0.06 0.09 0.16 0.25
A
cN
/D
M
S
O
(9
8:
2-
v
/v
)
D /
[
A˚
2 · ns−1
]
160 130 110 100 90
τ effFL / [ps] 1100 740 420 230 87
ΦISC
Φ0ISC
/ [%] 18 12 7.0 3.8 1.5
Afast
Adiff
0.07 0.17 0.32 0.57 0.95
A
cN
/H
2
O
(5
0:
50
-v
/v
)
D /
[
A˚
2 · ns−1
]
59 60 56 52 42
τ effFL / [ps] 1400 700 310 120 45
ΦISC
Φ0ISC
/ [%] 23 12 5.2 2.0 0.75
Tab. 3.1.: Resultate der Fits mit dem Diffusionsmodell an die Femtosekunden TA-Daten fu¨r
unterschiedliche Konzentrationen an MBA in zwei Lo¨sungsmittelsystemen. Der exponentielle
Beitrag von vor-assoziierten Aggregaten ergibt τfast(SE) = 4.5 ps (eT) und τfast(ESA) = 36 ps
(r-eT) in AcN/DMSO(98:2-v/v) und τfast(SE) = 0.9 ps (eT) und τfast(ESA) = 6.4 ps (r-eT) in
AcN/H2O(50:50-v/v). Die resultierenden Wechselwirkungsradien sind 3.8 A˚ und 6.0 A˚.
RFTA-MBA-Aggregaten zugeschrieben [Sre+09; Pan+08]. Diese sind unabha¨ngig von
der Konzentration an MBA und liegen in der Gro¨ßenordnung zu der Situation des RFTA
in reinem MBA. Bei einer vergleichbaren Messreihe in AcN/DMSO (98:2-v/v) stehen
die Lebensdauern fu¨r die vor-assoziierten RFTA-MBA-Aggregate sogar in sehr guter
U¨bereinstimmung zu den Abklingzeiten fu¨r den eT (0.9 ps gemessen an der SE-Bande)
und den r-eT (6.4 ps gemessen an der ESA-Bande), die in reinem MBA gemessen wur-
den. Aus dem relativen Anteil an Aggregaten bei unterschiedlichen Konzentrationen an
MBA kann man eine Assoziationskonstante von K = 0.6 M−1 fu¨r den RFTA-MBA-
Komplex in AcN/H2O (50:50-v/v) berechnen. Dieser Wert ist kleiner als die schwache
Assoziationskonstante um 1 M−1, die fu¨r andere aromatische Moleku¨le a¨hnlicher Gro¨ße
in AcN ermittelt wurde [CI01]. In AcN/DMSO (98:2-v/v) ergab sich eine um den Faktor
drei kleinere Assoziationskonstante. Man kann annehmen, dass ein hydrophober Effekt
die Triebkraft fu¨r die Aggregation ist. Die charakteristischen Zeiten fu¨r den eT (4.6 ps
7Die intrinsische Lebensdauer (kfl)
−1 des RFTAs steht in Konkurenz mit der diffusionskontrollierten
Reaktion mit MBA.
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gemessen an der SE-Bande) und den r-eT (36 ps gemessen an der ESA-Bande) sind in
AcN/DMSO gro¨ßer als in AcN/H2O (50:50-v/v). Eine Erkla¨rung dafu¨r kann die In-
teraktion mit den Wassermoleku¨len u¨ber Wasserstoffbru¨cken sein, die eine bevorzugte
Orientierung des MBA zum RFTA innerhalb der Aggregate favorisieren.
Des Weiteren zeigt sich eine Abnahme der Diffusionskonstanten nach Zugabe von
MBA. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass die Viskosita¨t mit zunehmender
Konzentration an MBA zunimmt. Die Diffusionskonstanten sind in AcN/DMSO (98:2-
v/v) um den Faktor zwei gro¨ßer als in AcN/H2O (50:50-v/v). Das kann man so deuten,
dass RFTA und MBA wahrscheinlich von einer Lo¨sungsmittelschicht umgeben sind. Eine
verlangsamte Diffusion des MBAs durch die letzte Lo¨sungsmittelschicht, die das RFTA
umgibt, mag ebenfalls zu diesem Effekt beisteuern [Pan+08].
Der Wechselwirkungsabstand Rww ist, wie erwartet, in den jeweiligen Systemen fu¨r
unterschiedliche Konzentrationen an MBA innerhalb der Genauigkeit des Experiments
konstant. In AcN/DMSO (98:2-v/v) betra¨gt dieser 3.8 A˚ und in AcN/H2O (50:50-v/v)
6 A˚. Der gro¨ßere Wechselwirkungsabstand steht zusa¨tzlich im Einklang zur Deutung,
dass RFTA in AcN/H2O (50:50-v/v) mit Lo¨sungsmittelmoleku¨len umgeben ist [BM80].
Interessanterweise ist der Wechselwirkungsabstand in beiden Fa¨llen deutlich kleiner als
die Summe der molekularen Radien von RFTA und MBA. Dies deutet darauf hin, dass
eine spezifische Orientierung - wahrscheinlich Fla¨che zu Fla¨che der aromatischen Ein-
heiten - fu¨r einen effizienten eT beno¨tigt wird [BM80; All+00].
In einem weiteren Schritt wurde eine effektive Fluoreszenzlebensdauer τeff aus den
normierten Integralen u¨ber die A¨nderung im Signal ∆OD(SE, t) im spektralen Bereich
der SE-Bande u¨ber
τfl,eff =
1
∆OD(SE, 0)
∞∫
t=0
∆OD(SE, t) dt (3.2)
bestimmt, um auf diese Weise eine mittlere Gro¨ße fu¨r die Reaktionsdynamik bei un-
terschiedlichen Konzentrationen an MBA in beiden Lo¨sungsmittelgemischen zu gewin-
nen [BSBV05]. Man erkennt fu¨r hohe MBA-Konzentrationen das τfl,eff in AcN/DMSO
(98:2-v/v) gro¨ßer ist als in AcN/H2O (50:50-v/v). Mit sinkender MBA-Konzentration
wird dieser Unterschied kleiner. Fu¨r Konzentrationen unterhalb von 400 mM kehren sich
die Verha¨ltnisse um. Dies bedeutet, dass bei sehr hohen Konzentrationen an MBA der
Anteil der Aggregate u¨berwiegt, wenn Wasser vorhanden ist, und dass dadurch das
1RFTA sta¨rker gelo¨scht wird. In der verdu¨nnten Situation (c(MBA) < 400 mM) ist die
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Lo¨schung der 1RFTA-Moleku¨le dann u¨berwiegend durch die Diffussionsgeschwindigkeit
bestimmt, welche in Anwesenheit von Wasser kleiner ist.
Unterhalb einer MBA-Konzentration von 100 mM kann der Beitrag der RFTA-MBA-
Aggregate schließlich vo¨llig vernachla¨ssigt werden, so dass nur noch die Geschwindigkeit
der Diffusion maßgeblich ist. Die kleinere Diffusionskonstante in wa¨ssriger Umgebung
fu¨hrt dann zu einer langsameren Fluoreszenzlebensdauer als es in AcN/DMSO (98:2-
v/v) der Fall ist.
Die Abha¨ngigkeit der 1RFTA-Lebensdauer von der MBA-Konzentration in AcN/H2O
(50:50-v/v) wurde zusa¨tzlich mit TCSPC vermessen. In Abbildung 4.3 sind die Fluores-
zenzabklingkurven von RFTA in Abha¨ngigkeit von der MBA-Konzentration im Bereich
von 0-300 mM und eine Stern-Volmer Auswertung der mono-exponentiellen Abkling-
zeiten dargestellt. Die Stern-Volmer Analyse zeigt im Konzentrationsbereich von 0-
250 mM ein lineares Verhalten mit einer Lo¨schkonstanten von kRFTAq = 3.94 ·109 M−1s−1.
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Abb. 3.14.: A oben: Fluoreszenzabklingkurven von RFTA in Abha¨ngigkeit der MBA-
Konzentration in AcN/H2O (50:50-v/v). Die Anregung erfolgte bei 450 nm bei einer zeitlichen
Halbwertsbreite von 1.1 ns. Die Abklingkurven sind dargestellt durch offene Kreise in blauer
Abstufung, die Apparatefunktion durch graue offene Kreise und der mono-exponentielle Fit
durch rote durchgezogene Linien. A unten: Residuen gewichtet mit
√
Ni, wobei Ni die An-
zahl der Ereignisse des Kanals i ist. B Zeigt die Auswertung nach Stern-Volmer fu¨r ein
dynamisches Lo¨schen eines angeregten Zustands.
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3.3.5. Produktiver Photozyklus u¨ber den Triplett-Zustand
Die Bestimmung der PQA in Abha¨ngigkeit der MBA-Konzentration zeigte, dass ein
deutlicher Umsatz nur im Konzentrationsbereich von 3 bis 200 mM beobachtet wird
(siehe Abbildung 3.10). Die Femtosekundenexperimente wurden bei deutlich ho¨heren
Konzentrationen an MBA durchgefu¨hrt. Dabei wurde fu¨r RFTA in drei unterschied-
lichen Umgebungen (reines MBA, AcN/H2O (50:50-v/v) und AcN/DMSO (98:2-v/v))
eine eT-Reaktion des MBA mit 1RFTA∗ gefolgt von einer schnellen Ladungsrekombi-
nation beobachtet. Diese Prozesse fu¨hren letztendlich zu keinem produktiven Umsatz
des MBA. Es wurde daher im Folgenden durch Herabsetzung der MBA-Konzentration
die Ausbeute dieses Verlustkanals herabgesetzt. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit
eines ISC erho¨ht, und es sollte mo¨glich werden, den Einfluss des MBA auf den Triplett-
Zustand zu untersuchen. Das Verha¨ltnis aus der intrisischen Fluoreszenzlebensdauer τ 0fl
und der effektiven Fluoreszenzlebensdauer mit Quenchprozess τ efffl dient als ein Maß fu¨r
die Quantenausbeute des ISC:
ΦISC
Φ0ISC
=
kISC
kr + knr + kISC + kq[MBA]
kISC
kr + knr + kISC
=
kr + knr + kISC
kr + knr + kISC + kq[MBA]
=
τ efffl
τ 0fl
(3.3)
Es zeigt sich, dass die Triplett-Quantenausbeute fu¨r das System in AcN/H2O (50:50-v/v)
gro¨ßer ist als in AcN/DMSO (98:2-v/v) (siehe Tabelle 3.1).
Es wurden µs-Messungen bei MBA-Konzentrationen unterhalb von 100 mM durch-
gefu¨hrt. In Abbildung 3.15 sind die Daten der transienten Absorption fu¨r Konzentratio-
nen an MBA von 0 bis 100 mM dargestellt. Das Signal der transienten Absorption vom
3RFTA nimmt ohne MBA mono-exponentiell mit einer Lebensdauer von τ = 1.3µs ab
(siehe Abschnitt 3.3.2 und Abbildung 3.7 (C)). Mit steigender Konzentration an MBA
werden folgende signifikante A¨nderungen in den Signalen beobachtet. Erstens nehmen
die Anfangsamplituden des Triplett-Signals sowie des GSB aufgrund der bereits statt-
findenden Lo¨schung des 1RFTA∗ deutlich ab (siehe Abschnitt 3.3.4 und Abbildung 3.15
(A1), (B2) und (B4)). So ist z.B. die Triplett-Ausbeute bei 50 mM an MBA bereits
auf die Ha¨lfte abgesunken. Zweitens wird die Lebensdauer des Triplett-Zustands ku¨rzer
(siehe Abbildung 3.15 und (B4)). Drittens entstehen im gleichen Maße, wie der Triplett
zerfa¨llt, zwei neue Banden bei ca. 350 und 520 nm (siehe Abbildung 3.15 (A2)-(A4)
und (B1)-(B3)). Die neu entstandenen Banden sowie der GSB nehmen innerhalb des
Zeitfensters etwas ab, und bleiben schließlich auf einer in diesem Zeitbereich konstanten
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Abb. 3.15.: Resultate der 2D-TA gemessen an 40.9µM RFTA in AcN/H2O (50:50-v/v) in
Abha¨ngigkeit der MBA-Konzentration nach Anregung bei 445 nm mit Eexc ≈ 10 mJ · Puls−1.
(A1)-(A4): Spektrale Schnitte bei t = 0.3, 1.3, 3.8 und 8.8µs. (B1)-(B4): Zeitliche Schnitte
bei λ = 350, 430, 520 und 700 nm. Die Farbkodierung gibt die eingesetzten Konzentrationen
an MBA mit 0, 2, 20, 50, 100 mM wieder.
Amplitude (siehe Abbildung 3.15 (A2)-(A4) und (B1)-(B3)).
Die jeweiligen Datensa¨tze lassen sich mit einem Modell bestehend aus drei Exponen-
tialfunktionen und einem konstanten Term als Offset gut anpassen. Das Fluoreszenz-
signal wurde beim Fit mittels der in Abschnitt 2.1.3 beschriebenen Methode nicht in
der Summe der kleinsten Fehlerquadrate beru¨cksichtigt. Anhand der transienten Ab-
sorptionsspektren von RFTA (40µM) in Gegenwart von 50 mM an MBA in AcN/H2O
(50:50-v/v) nach Anregung bei 445 nm (siehe Abbildung 3.16 (A)) wird im Folgenden
das Ergebnis des globalen Fits diskutiert. Fu¨r diesen Datensatz ergaben sich Zeitkon-
stanten mit τ1 = 830 ns, τ2 = 5.7µs und τ3 = 18.7µs. Die drei DADS sind abgebildet in
den Teilbildern 3.16 (C)-(E) und beinhalten die Informationen u¨ber die Dynamik aller
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Abb. 3.16.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Matrix gemessen mit 40.9µM RFTA
und 50 mM MBA in AcN/H20(50:50-v/v) Lo¨sung nach Anregung bei 445 nm. (B): Zeitschnitte
bei verschieden Wellenla¨ngen (siehe Farbkodierung auf der Falschfarben Darstellung). (C-E):
DADS aus dem globalen Fit.
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transienter Spezies in diesem Datensatz.
Das DADS zu τ1 (siehe Teilbild 3.16(C)) zeigt eine breite positive Bande mit drei
lokalen Maxima bei 510, 710 und bei 650 nm sowie zwei negative Banden bei 350 und
450 nm. Dieses DADS unterscheidet sich signifikant von dem aus einer Messung an RFTA
ohne MBA. Die Bande bei 450 nm in Gegenwart von MBA ist leicht rotverschoben und
die Absorption bei 510 nm ist weniger intensiv, was dafu¨r spricht, dass nicht nur der
Grundzustand repopuliert wird. Noch deutlicher ist der Unterschied bei 350 nm. In Ge-
genwart von MBA entsteht eine neue Spezies, welche dem 2RFTA•− zugeschrieben wer-
den kann [HPP79; ST96]. Das DADS zeigt also einen eT-Prozess von MBA nach 3RFTA,
was in der Bildung des 2RFTA•− resultiert. Mit der dazugeho¨rigen Zerfallsrate und der
intrinsischen Triplett-Lebensdauer in Anwesenheit von Sauerstoff la¨sst sich daraus eine
eT-Ratenkonstante von 3keT = 0.9 · 107 M−1s−1 bestimmen.
Das Radikalionenpaar 2RFTA•− und 2MBA•+ kann auf verschiedene Weise weiter rea-
gieren. Zum einen besteht die Mo¨glichkeit eines erneuten eT zuru¨ck in den Grundzustand
des Systems, zum anderen ein Protontransfer (PT) vom MBA - oder vom umgebenen
H2O - zum
2RFTA•−, also die Bildung eines neutralen Radikalpaares 2RFTA-H• und
2MBA•. Die Ratenkonstante fu¨r die Summe dieser beiden Prozesse wurde u¨ber den glo-
balen Fit bestimmt zu 1.8 · 105 s−1. Dazu geho¨rt das DADS aus Teilbild 3.16(D), dessen
positiver Beitrag die typische Signatur des 2RFTA•− mit den Maxima bei 360 nm und
500 nm aufweist [ST96]. Die Lebensdauer des Ionenpaars von 5.5µs ist auch im Einklang
mit fru¨heren Studien [BBS99; BBS97].
Unter der Annahme, dass das RFTA und das MBA nach dem eT in Kontakt bzw.
in unmittelbarer Na¨he zueinander sind, sollte der Zerfall des Ionenpaars nicht stark von
der Substratkonzentration abha¨ngen, wenn das Proton vom MBA stammt. Tatsa¨chlich
wird allerdings ein kleiner Anstieg der effektiven Lebensdauer des Ionenpaars um einen
Faktor von 2 beobachtet, wenn die Konzentration an MBA um einen Faktor 10 von
50 mM auf 500 mM erho¨ht wird (siehe Tabelle 3.2). Dies spricht dafu¨r, dass das MBA
mit steigender Konzentration andere Orientierungen in gro¨ßeren Netzwerken um das
RFTA einnimmt, so dass der PT verlangsamt wird. Auch die Beobachtung des sehr
schnellen eT und r-eT aus dem 1RFTA bei sehr hohen Konzentration an MBA ist ein
Indiz einer Aggregatbildung von MBA mit RFTA.
Das letzte DADS im 20µs Zeitfenster liefert das Spektrum einer Spezies mit einer
breiten Absorption zwischen 500 und 600 nm und einem Maximum bei etwa 350 nm (siehe
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[MBA] / [mM] τ1 / [µs]
3keT / [M
−1s−1] τ2 / [µs] τ3 / [µs]
0 1.3a – – –
2 1.27a 0.9 · 107 – –
20 1.05a 0.7 · 107 6.6a > 10a
50 0.83a 0.9 · 107 5.7a > 10a
100 0.65a 0.8 · 107 6.3a > 10a
200 0.31b 1.2 · 107 8.0b > 10b
500 0.09b 2.1 · 107 11.0b > 10b
agemessen im 10µs Zeitfenster.
bgemessen im 20µs Zeitfenster.
Tab. 3.2.: Resultate aus den globalen Fits an den 2D-TA-Messungen mit dem SC Aufbau fu¨r
unterschiedliche Konzentrationen an MBA. τ1 = (kr-ISC+
3keT[MBA])
−1; τ2 = (kPT+3kr-eT)−1;
(Modell 1) bzw. τ2 = (kPT + kr-PT +
3kr-eT)
−1 (Modell 2); τ3 = (kProd)−1. Fu¨r [MBA] = 0 mM:
τ1 = (kr-ISC)
−1 = (7.7 · 105 s−1)−1.
Teilbild 3.16(E)), das auf der Zeitskala von 10µs praktisch nicht zerfa¨llt. Aus Vergleich
mit der Literatur erkennt man Signaturen des neutralen protonierten Flavinradikals
2RFTA-H• in diesem DADS [ST96; Mel+99; Mu¨l+72].
Ausgehend von diesen Daten la¨sst sich ein erstes Modell aufstellen, das in Abbil-
dung 3.17 dargestellt ist. Dieses wurde im Programm GlobFit_Runge_Kutta verwendet,
um SAS zu erzeugen. Das Modell geht davon aus, dass der anfa¨nglich gebildete Triplett-
Zustand mit einer Gesamtratenkonstanten k1 abnimmt. Ein Anteil α geht dabei in das
Radikalanion 2RFTA•− und der restliche Anteil (1−α) fa¨llt zuru¨ck in den GZ. Eine ana-
loge Annahme wird fu¨r den Zerfall des 2RFTA•− gemacht. Die Gesamtratenkonstante k2
teilt sich auf in einen Anteil β, der zur Bildung des neutralen Radikals 2RFTA-H• fu¨hrt,
und einen Anteil (1−β), der die Ru¨ckkehr in den Grundzustand umfasst. In diesem Mo-
dell wird weiter angenommen, dass das neutrale Radikal 2RFTA-H• in diesem Zeitbereich
nicht merklich zerfa¨llt, so dass k3 ≈ 0 gesetzt werden kann. Den Verzweigungsanteil α
kann man u¨ber die Gesamtzerfallsratenkonstanten des Triplett-Zustands in Abwesenheit
(k0) und in Anwesenheit von MBA (k1) mittels α = 1− k0k1 berechnen. Fu¨r eine Konzen-
tration an MBA von 50 mM ergibt sich ein Wert von α = 0.36. Der Verzweigungsanteil
β sowie der Anteil des ausgebleichten GZ sind hier unbekannt, da die Extinktionskoef-
fizienten der Intermediate nicht bekannt sind. Eine Abscha¨tzung wurde erhalten, indem
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1RFTA
3RFTA
hν
3k′eT
kr-ISC
2RFTA•−
2MBA•+
kPT
3kr-eT
2MBA•
2RFTA-H•
kProd
Modell 1
d[1RFTA](t)
dt
= −IRF(t) + kr-ISC · [3RFTA](t) + 3kr-eT · [2RFTA•−](t)
d[3RFTA](t)
dt
= IRF(t)− (3k′eT + kr-ISC) · [3RFTA](t)
d[2RFTA•−](t)
dt
= 3k′eT · [3RFTA](t)− (kPT + 3kr-eT) · [2RFTA•−](t)
d[2RFTA-H•](t)
dt
= kPT · [2RFTA•−](t)− kProd · [2RFTA-H•](t)
mit IRF(t) =
f0
σ
√
pi
2
exp
(
−2
(
t− t0
σ
)2)
und 3k′eT =
3keT · [MBA]︸ ︷︷ ︸
Lo¨sung: 3 Eigenwerte
(τ1)
−1 = k1 = 3k′eT + kr-ISC = αk1 + (1− α)k1
(τ2)
−1 = k2 = kPT + 3kr-eT = βk2 + (1− β)k2
(τ3)
−1 = k3 = kProd
Abb. 3.17.: Schematische Darstellung fu¨r das im Text beschriebene Modell bei pH∼ 7 mit
dem entsprechenden DGL-System. Die Lo¨sung des DGL-Systems mit der Anfangsbedingung,
dass nach Anregung nur 3RFTA bevo¨lkert ist, umfasst drei Eigenwerte. Diese ko¨nnen den
Ratenkonstanten aus dem globalen Fit mit drei Exponentialfunktionen zugeordnet werden.
der Anteil des GZ-Spektrums sowie der Verzweigungsanteil β so variiert wurden, dass
die resultierenden SAS weder negative Bereiche noch die Signaturen des GZ-Spektrums
erkennen ließen. Im Fall des Datensatzes gemessen bei 50 mM MBA waren etwa 27 %
des GZ-Spektrums zu addieren, um ein vernu¨nftiges Triplett-Spektrum zu erhalten. Fu¨r
β wurde ein Wert von etwa 0.25 gefunden, so dass die Extinktion des neutralen Ra-
dikals bei 560 nm in etwa dem Wert entspricht, der in anderen Arbeiten fu¨r andere
Flavine bestimmt wurde [Mel+99; LMN11]. In Abbildung 3.18 sind die SAS aller drei
intermedia¨ren RFTA-Zusta¨nde dargestellt, welche aus einem Datensatz mit 50 mM MBA
erhalten wurden. Die SAS des Triplett-Zustands und des Semichinon Radikalanion stim-
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Abb. 3.18.: SAS nach Modell 1 und Modell 2 aus des Abbildungen 3.17 und 3.21 unter Ver-
wendung des Programms GlobFit_Runge_Kutta. Die Spektren wurden aus einem Datensatz
mit 50 mM MBA erhalten. Die Spektren des 3RFTA und des 2RFTA•− sind in beiden Modellen
identisch. Das Spektrum des 2RFTA-H• ist unterschiedlich in beiden Modellen (schwarze Linie:
Modell 1; gru¨ne Linie: Modell 2). Parameter fu¨r Modell 1: α = 0.36 und β = 0.25. Parameter
fu¨r Modell 2: α = 0.36, β = 0.5, γ = 0.15 und δ = 0.35. Es wurden in beiden Fa¨llen 27 % des
GZ-Spektrums hinzu addiert.
men sehr gut mit den aus der Literatur bekannten Absorptionsspektren u¨berein [ST96].
In der Literatur besteht eine Kontroverse u¨ber die Form des Neutralradikal-Spektrums.
Auf der einen Seite wurden Spektren des Neutralradikals vero¨ffentlicht, deren UV-Bande
bei etwa 360 nm liegt [Mel+99; LMN11; ST96]. Dieses Spektrum entspra¨che auch dem
in dieser Arbeit generierten SAS des 2RFTA-H•− basierend auf dem zuvor beschrie-
benen Modell. Dem gegenu¨ber steht ein publiziertes Neutralradikal-Spektrum, dessen
breite UV-Bande weiter blau verschoben bei 325 nm anstatt bei 360 nm liegt [HPP79].
Die Richtigkeit des letzteren Spektrums wird weiter unterstu¨tzt durch die Kenntnis von
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Spektren, die in der Gruppe von Herrn Prof. Dick im Vorfeld gemessen wurden. Dabei
wurden Flavin enthaltende Photorezeptorproteine untersucht, in denen es mo¨glich ge-
wesen ist, das neutrale Flavinradikal innerhalb des Proteingeru¨stes zu stabilisieren und
in stationa¨ren Absorptionsmessungen pra¨zise zu charakterisieren [Lan+10]. Demzufolge
entha¨lt das SAS des 2RFTA-H• dieser Arbeit mo¨glicherweise noch Anteile des 2RFTA•−,
was die UV-Bande bei 360 nm begru¨nden wu¨rde.
Die Bildung der neutralen protonierten Form 2RFTA-H• sollte bei saurem pH-Wert
deutlich beschleunigt werden. Dadurch wird das Gleichgewicht ganz auf die Seite des
2RFTA-H• verschoben, und gleichzeitig sollte das Spektrum des 2RFTA-H• besser cha-
rakterisiert werden ko¨nnen. Es wurden daher weitere Experimente bei pH∼4 an RFTA
sowohl alleine als auch nach Zugabe von 30 mM MBA durchgefu¨hrt. In Abbildung 3.19
(A) und (B) sind die Resultate dieser Messreihe dargestellt. An den Datensa¨tzen wurden
globale Fits mit Exponentialfunktionen durchgefu¨hrt, wobei jeweils das Fluoreszenzsi-
gnal in der Summe der kleinsten Fehlerquadrate nicht mit beru¨cksichtigt wurde.
Ohne MBA unterscheidet sich die Dynamik des RFTA im sauren Milieu nicht von
der im neutralen pH-Bereich. Es wird auch bei pH∼4 nur der Triplett-Zustand beobach-
tet, der mono-exponentiell mit 1.4µs wieder in den Grundzustand zerfa¨llt (Vergleiche
Abbildung 3.7 (A) mit 3.19 (A)). Offensichtlich liegt bei pH∼4 immer noch der gleiche
Grundzustand vor wie bei pH∼7.
Nach Zugabe von 30 mM MBA werden bei pH∼4 andere Signale beobachtet als bei
pH∼7. Es werden fu¨r eine gute Beschreibung der Daten drei Exponentialfunktionen mit
Lebensdauern von τ1 = 700 ns, τ2 = 7.6µs und τ3  10µs beno¨tigt. Die dazugeho¨rigen
DADS sind in Abbildung 3.19 (C) dargestellt. Das DADS zu τ1 zeigt zwei breite positive
Banden bei etwa 400 und 700 nm, die dem 3RFTA zugeschrieben werden ko¨nnen, und
zwei breite negative Banden bei etwa 450 und 550 nm. Es wird demnach der Zerfall des
Triplett-Zustands in Spezies beobachtet, die bei 450 und 550 nm sta¨rker absorbieren als
der Triplett-Zustand. In den beiden DADS zu τ2 und τ3 sind die Signaturen der Spezies zu
erkennen, die mit dem Zerfall des 3RFTA entstehen. Das DADS zu τ2 zeigt zum einen eine
einzelne breite positive Bande bei etwa 450 nm, die dem 2MBA•+ zugeschrieben werden
kann [BBS99]. Zum anderen erkennt man im DADS zu τ3 eine breite positive Bande im
Bereich von 500 und 600 nm, die dem 2RFTA-H• zugeschrieben werden kann [Lan+10].
Bei pH∼7 wurde zuvor ein eT-Prozess vom MBA zum 3RFTA beobachtet, der in der
Bildung des 2RFTA•− erkannt wurde. Grundsa¨tzlich sollten in diesem Schritt die Signale
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Abb. 3.19.: Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Matrix gemessen an 40µM RFTA in
AcN/H20(50:50-v/v) Lo¨sung nach Anregung bei 450 nm. (A): Bei pH∼4. (B): Bei pH∼4 und
Zugabe von 30 mM MBA. (C): DADS aus einem globalen Fit mit drei Exponentialfunktio-
nen ohne Beru¨cksichtigung des Fluoreszenzsignals in der Summe der kleinsten Fehlerquadrate.
(D): SAS basierend auf dem im Text geschilderten Modell fu¨r pH∼4.
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sowohl des 2RFTA•− als auch des 2MBA•+ beobachtet werden. Beide Radikale haben
allerdings bei 450 nm eine intensive Bande und die Extinktion des 2RFTA•− ist um einen
Faktor von etwa 2 gro¨ßer als die des 2MBA•+, so dass das 2MBA•+ vom 2RFTA•− im
Spektrum aus Abbildung 3.18 u¨berlagert wird. Die Form des 2RFTA•−-Spektrums wird
dabei nicht merklich vera¨ndert. Bei pH∼4 ist die Situation nun anders. Die Protonen-
konzentration ist etwa 100 mal gro¨ßer als die Konzentration an 2MBA•+, so dass fu¨r den
Protonierungsschritt gilt: kPT  keT. Gleichbedeutend dazu wird das 2RFTA•− nicht
mehr beobachtet. Stattdessen wird nun das 2MBA•+ beobachtet, da das 2RFTA-H• bei
450 nm eine geringere Extinktion hat als das 2MBA•+. Das 2MBA•+ zerfa¨llt schließ-
lich mit einer Lebensdauer von 7.6µs, wa¨hrend das 2RFTA-H• in diesem Zeitbereich
nicht merklich zerfa¨llt. A¨hnliche Beobachtungen wurden zuvor auch bei pH∼7 gemacht.
Die kleinen negativen Banden im DADS zu τ2 bei 330 und 400 nm deuten darauf hin,
dass das 2MBA•+ in eine Spezies zerfa¨llt, die in diesem Wellenla¨ngenbereich nur gering
absorbiert. Das Zerfallsprodukt ist mo¨glicherweise nach Abgabe eines Protons an die
Lo¨sungsmittelumgebung das 2MBA•.
Zur Erzeugung von SAS aus den Datensa¨tzen bei pH∼4 wurde das Modell 1 aus Ab-
bildung 3.17 durch das zusa¨tzliche Entstehen des 2MBA•+ erweitert, der parallel zum
2RFTA•− aus dem 3RFTA entsteht. Weiter wurde angenommen, dass der eT der raten-
bestimmende Schritt (kPT  keT) ist. Die SAS sind in Abbildung 3.20 (D) dargestellt.
Der Verzweigungsanteil α wurde auf die gleiche Weise bestimmt, wie fu¨r die Daten bei
pH∼7. Fu¨r eine Konzentration an MBA von 30 mM ergibt sich ein Wert von α = 0.48.
Alle SAS, die mit dem fu¨r pH∼ 4 modifizierten Modell erzeugt wurden, stimmen sehr
gut u¨berein mit den Absorptionsspektren des 3RFTA, des 2RFTA-H• und des 2MBA•+
aus der Literatur [HPP79; ST96; Lan+10; BBS99]. Weil bei pH∼ 4 der Reaktionszy-
klus in einer sehr schnellen Protonierung vollsta¨ndig zum 2RFTA-H• gezwungen wird,
ist es mo¨glich gewesen, das Spektrum des 2MBA•+ zu beobachten. Zusa¨tzlich la¨sst das
verbesserte Signal zu Rausch Verha¨ltnis aufgrund einer viel ho¨heren Population des
2RFTA-H• sogar eine Feinstruktur im Spektrum des 2RFTA-H• mit Maxima bei 333,
384 und 417 nm erkennen.
Diese Resultate besta¨tigen die Annahme, dass das Neutralradikal-Spektrum, das aus
den Daten bei pH∼7 erzeugt wurde, noch deutliche Anteile des 2RFTA•−-Spektrums
entha¨lt. Um diesen Anteil abscha¨tzen zu ko¨nnen wurde das Modell 1 um eine Gleich-
gewichtssituation zwischen dem 2RFTA•− und dem 2RFTA-H• erweitert (siehe Abbil-
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d[2RFTA-H•](t)
dt
= kPT · [2RFTA•−](t)− kProd · [2RFTA-H•](t)
d[2MBA•+](t)
dt
= 3k′eT · [3RFTA](t)− k′PT · [2MBA•+](t)
mit IRF(t) =
f0
σ
√
pi
2
exp
(
−2
(
t− t0
σ
)2)
,
3k′eT =
3keT · [MBA],
und kPT  3k′eT > 3kr-eT.︸ ︷︷ ︸
Lo¨sung: 3 Eigenwerte
(τ1)
−1 = k1 = 3k′eT + kr-ISC = αk1 + (1− α)k1
(τ2)
−1 = k2 = k′PT
(τ3)
−1 = k3 = kProd
Abb. 3.20.: Schematische Darstellung fu¨r das im Text beschriebene Modell bei pH∼4 mit
dem entsprechenden DGL-System. Die Lo¨sung des DGL-Systems mit der Anfangsbedingung,
dass nach Anregung nur 3RFTA bevo¨lkert ist, umfasst drei Eigenwerte. Diese ko¨nnen den
Ratenkonstanten aus dem globalen Fit mit drei Exponentialfunktionen zugeordnet werden.
dung 3.21) und die Daten bei pH∼7 daraufhin erneut analysiert. Die Spektren des
3RFTA und des 2RFTA•− werden durch die Modifikation nicht vera¨ndert, da auch wei-
ter α = 0.36 gilt. Es konnte durch Variation der Parameter β, γ und δ ein Spektrum
generiert werden, das abgesehen von einem ho¨heren Rauschpegel nahezu identisch ist zu
dem Spektrum des 2RFTA-H•, welches aus dem Datensatz bei pH∼4 erhalten wurde. Die
entsprechenden Parameter lauten β = 0.5, γ = 0.15 und δ = 0.35. Im Modell 2 steckt die
Annahme, dass in der betrachteten Zeitspanne das Radikalionenpaar nicht auseinander
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Modell 2
d[1RFTA](t)
dt
= −IRF(t) + kr-ISC · [3RFTA](t) + 3kr-eT · [2RFTA•−](t)
d[3RFTA](t)
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d[2RFTA•−](t)
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= 3k′eT · [3RFTA](t)− (3kr-eT + kPT) · [2RFTA•−](t)
+kr-PT · [2RFTA-H•](t)
d[2RFTA-H•](t)
dt
= kPT · [2RFTA•−](t)− kr-PT · [2RFTA-H•](t)
−kProd · [2RFTA-H•](t)
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σ
√
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2
exp
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t− t0
σ
)2)
und 3k′eT =
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Abb. 3.21.: Schematische Darstellung fu¨r das Modell 2 mit dem entsprechenden DGL-System.
Die Lo¨sung des DGL-Systems umfasst vier Eigenwerte, die den Ratenkonstanten aus dem
globalen Fit mit drei Exponentialfunktionen zugeordnet werden ko¨nnen.
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Abb. 3.22.: Vergleich des Spektrums fu¨r das 2RFTA-H•, das nach Modell 2 erzeugt wurde,
mit dem Spektrum, das aus den Daten bei pH∼4 erzeugt wurde.
diffundiert. Unter diesen Voraussetzungen wu¨rden zwangsla¨ufig alle Radikalionenpaare
in ihre GZ-Formen rekombinieren und es wu¨rde kein MBAld entstehen, da das Gleich-
gewicht auf der Seite des Radikalionenpaares liegt. Die PQA an MBAld die unter diesen
Bedingungen bestimmt wurde, liegt auch nur bei etwa 3 %. Dies ist konsistent mit dem
hohen Anteil fu¨r die Rekombination des Radikalionenpaares von β = 0.5. Daraus resul-
tiert eine Rekombinationsrate von 3kr-eT = 1.4 · 105 s−1. Gleichbedeutend kann daraus
geschlossen, dass das zweite Elektron, welches fu¨r die Umsetzung von MBA zum MBAld
beno¨tigt wird, nicht aus einem weiteren eT vom 2MBA•+ zum 2RFTA•− stammen kann.
Da es auf einer la¨ngeren Zeitskala dennoch zu einer Folgereaktion kommt, die schließlich
in der Bildung von MBAld resultiert, ist ein Auseinanderdiffundieren sowohl des ioni-
schen als auch des neutralen Radikalpaares wahrscheinlich. Die Geschwindigkeit dabei
sollte im ionischen Radikalpaar langsamer sein als im Neutralradikalpaar. Dieses Mo-
dell ist konsistent mit den Beobachtungen bei pH∼4. Dort wurde aufgrund einer sehr
schnellen Protonierung der Reaktionszyklus vollsta¨ndig zum 2RFTA-H• gezwungen, und
es fand keine Rekombinationsreaktion in die GZ-Formen statt.
Das neutrale 2RFTA-H• wie auch GZ-Moleku¨le des RFTA sind potentielle Kandidaten
fu¨r einen weiteren beno¨tigten eT vom 2MBA•+ bzw. vom 2MBA• nach Abgabe des Pro-
tons an das Lo¨sungsmittel. Aber auch u¨ber eine Disproportionierung zweier 2RFTA-H•
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Moleku¨le darf spekuliert werden. Diese finden auf einer langsameren Zeitskala bis in den
ms Bereich statt [Hee+81] und sind in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt worden.
Lebensdauer des 3RFTA in Abha¨ngigkeit des Wasseranteils im Lo¨sungsmittel
Fru¨here Studien zeigten, dass die PQA mit steigendem Wassergehalt zunimmt [CVK04].
Um diesen Sachverhalt na¨her zu untersuchen, wurde das RFTA bei unterschiedlichen
Wasseranteilen im Lo¨sungsmittel AcN mittels TA-Messungen im µs-Bereich studiert.
In Abbildung 3.23 sind Ergebnisse dieser Studie dargestellt. Es zeigte sich, dass die
Quantenausbeute des Triplett-Zustands in AcN sich nicht von der in H2O unterschei-
det. Dies ist an der gleichen Amplitude des Tripletts bei 510 nm zu erkennen, da die
Extinktionskoeffizienten in diesem Spektralbereich identisch sind. Es zeigte sich zudem,
dass die Lebensdauer des Triplett-Zustands mit steigendem Wassergehalt zunimmt. In
reinem AcN betra¨gt die Lebensdauer des 3RFTA 500 ns und in reinem Wasser 2.65µs.
Parallel dazu wurde die PQA bei 50 mM an MBA zu unterschiedlichen H2O-Anteilen
bestimmt. In reinem AcN wurde kein merklicher Umsatz gefunden. Der Wert von 2.3 %
bei AcN/H2O (50:50-v/v), bei welchen die meisten spektroskopischen Messungen durch-
gefu¨hrt wurden, stieg bei 75 % H2O im Lo¨sungsmittel auf 4.5 %. Dieser Wert konnte in
reinem Wasser nicht weiter erho¨ht werden.
Ein Grund fu¨r die Steigerung der PQA liegt somit in einer verla¨ngerten Lebensdauer
des 3RFTA bei ho¨heren Wasseranteilen, da dadurch die Wahrscheinlichkeit fu¨r reaktive
Zusammensto¨ße des 3RFTA mit dem MBA erho¨ht wird. Ein weiterer Grund liegt in ei-
nem verbesserten H-Bru¨ckennetzwerk des H2O. Je mehr Protonen zur Verfu¨gung stehen,
desto schneller erfolgt eine Protonierung des 2RFTA•−, welches anschließend nicht mehr
rekombinieren kann (siehe Abschnitt 3.3.5). Messungen an FMN in einem Puffersystem
und Zugabe von MBA zeigten, dass in einer reinen Wasser Umgebung die Sequenz von
eT gefolgt von einem PT vollsta¨ndig ab lief (siehe Abschnitt 4), wa¨hrend in AcN/H2O
(50:50-v/v) der PT nur teilweise erfolgte.
3.3.6. Mechanismus der photokatalytischen MBA Oxidation
Aus den spektroskopischen Untersuchungen in den unterschiedlichen Zeitbereichen la¨sst
sich nun ein detailliertes Bild des Photooxidationsmechanismus von MBA in Anwesen-
heit von RFTA zeichnen. Abbildung 3.24 fasst die folgende Diskussion des Photooxida-
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Abb. 3.23.: Vergleich der 2D-TA-Daten von RFTA in Abha¨ngigkeit des H2O Anteil im
Lo¨sungsmittel AcN nach Anregung bei 450 nm. (A): In AcN (B): In H2O. (C): DADS aus
den jeweiligen globalen Fits. Schwarze Linie: In AcN. Blaue Linie: In H2O. (D): SAS durch
Addition von 75 % des jeweiligen GZ-Spektrums. Schwarze Linie: In AcN. Blaue Linien: In
H2O. (E): PQA in Abha¨ngigkeit des H2O-Anteils bei 50 mM an MBA.
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Abb. 3.24.: Schema des Oxidationsmechanismus von MBA. Der sehr schnelle nicht produk-
tive Photozyklus u¨ber den Singulett-Zustand (links) bringt das angeregte RFTA∗ zuru¨ck in
den Grundzustand nach einem diffusionkontrollierten eT vom MBA (1keT) und einer schnel-
len spinerlaubten Ladungsrekombination (1kr-eT). Das Zusammentreffen von MBA mit einem
Triplett 3RFTA (rechts) kann hingegen u¨ber eine Sequenz von eT- und PT-Prozessen zur
Produktbildung fu¨hren. Details sind dem Text zu entnehmen.
tionsmechanismus in einem Bild zusammen. Es sind im Wesentlichen zwei unterschied-
liche Reaktionszweige zu betrachten, die mit einem eT vom MBA entweder zum Singu-
lett 1RFTA oder zum Triplett 3RFTA starten. Die Reaktionsfolge aus dem Singulett-
Zustand endet unproduktiv in den GZ-Formen der Reaktionspartner. Hingegen besteht
die Mo¨glichkeit produktiver Redoxreaktionen aus dem Triplett-Zustand heraus.
Das gesamte Bild wird durch die nicht triviale Abha¨ngigkeit der PQA von der Sub-
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stratkonzentration unterstu¨tzt (siehe Abschnitt 3.3.3 und Abbildung 3.25). Es zeigte
sich, dass die PQA sowohl fu¨r ho¨here als auch fu¨r kleinere Konzentrationen an MBA
deutlich abfa¨llt. Dieses Verhalten kann nun gut mit dem aufgestellten Modell verstan-
den werden. Bei hohen Konzentrationen an MBA kann der 3RFTA nicht ausreichend
u¨ber einen ISC populiert werden, da das 1RFTA∗ durch das MBA schnell gelo¨scht wird.
Bei Konzentrationen unterhalb von 25 mM an MBA wird hingegen das durch Diffusion
kontrollierte Anna¨hern von MBA und RFTA zu langsam verglichen mit der ISC-Rate
des 1RFTA∗. Es ist somit die Balance zwischen den Zeitskalen der Diffusion durch die
MBA-Konzentration und der ISC-Rate des RFTA entscheidend dafu¨r, ob die Reaktions-
partner zum richtigen Zeitpunkt zusammenkommen. Der optimale Zeitpunkt ist dem-
nach gegeben, wenn das RFTA nicht mehr im Singulett-Zustand vorliegt, aber zugleich
auch nicht aus dem Triplett-Zustand heraus relaxiert ist. Ist der eT zum 3RFTA erfolgt,
liegt eine Ladungstrennung in einem Spin korrelierten Radikalionenpaar vor, dessen Re-
kombination verboten ist und daher deutlich verlangsamt wird [Ver06]. Die verla¨ngerte
Lebensdauer eines solchen Radikalionenpaares erlaubt dann eine ho¨here Effizienz fu¨r
weitere Reaktionsschritte.
Es kann versucht werden die Abha¨ngigkeit der PQA von der Konzentration an MBA
quantitativ zu modellieren. Dazu wird von den Fitresultaten ausgegangen, die aus den
spektroskopischen Daten erhalten wurden. Die PQA ergibt sich aus dem Produkt der
individuellen Quantenausbeuten der einzelnen produktiven Reaktionsschritte (ISC und
eT):
Φtot ≤ ΦISCΦeT
=
kISC
τ−1FL + 1keT[MBA]
·
3keT[MBA]
3keT[MBA] + kr-ISC
(3.4)
Gleichung 3.4 gibt dabei eine Abscha¨tzung der Obergrenze fu¨r die PQA, da die Aus-
beuten der weiteren Reaktionen nach Bildung der Radikalpaare nicht bekannt sind. Im
Modell werden nun folgende bekannte Raten eingesetzt:
• (τFL)−1 = (6.0 ns)−1 = 1.7 · 108 s−1
(aus den TCSPC-Messungen der 1RFTA∗ Fluoreszenz)
• 1keT = 1.3 · 1010 M−1s−1
(aus einer linearen Regression an einem Datensatz von τFL,eff bei verschiedenen
MBA-Konzentrationen)
• 3keT = 1.5 · 107 M−1s−1
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(aus den µs Zerfallsdynamiken bei verschiedenen MBA-Konzentrationen)
• kr-ISC = 7.7 · 105 s−1
(aus dem Zerfall von 3RFTA in Abwesenheit von MBA)
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Abb. 3.25.: PQA der Bildung von MBAld in AcN/H20(50:50-v/v). Kreise: Im Fall von RFTA
als Chromophor. Quadrate: Im Fall von F-I als Chromophor. Durchgezogene Linien stellen
die Simulationen unter der Verwendung der spektroskopisch bestimmten Reaktionsraten nach
Gleichung 3.4 dar. Blaue Linie fu¨r RFTA-Daten: Nur kISC wurde optimiert nach den kleinsten
Fehlerquadraten. Rote Linie fu¨r F-I-Daten: Nur kISC wurde optimiert nach den kleinsten Feh-
lerquadraten und kFL wurde mit der unteren Grenze von 1.25 × 109 s−1 abgescha¨tzt. Gru¨ne
Linie fu¨r F-I-Daten: kISC und kFL wurden optimiert nach den kleinsten Fehlerquadraten.
Die ISC-Rate kISC ist der einzige freie Parameter, welcher nicht aus den spektroskopi-
schen Daten hervorgeht. Dieser beeinflusst allerdings nur die Amplitude, nicht aber den
Kurvenverlauf der PQA in Abha¨ngigkeit der MBA-Konzentration. Ein Fit an die expe-
rimentellen Daten liefert einen Wert von kISC = 4.2 · 107 s−1. Daraus ergibt sich weiter
eine untere Grenze fu¨r die Triplettquantenausbeute von 25 % in Abwesenheit von MBA.
Dieser Wert liegt in der Gro¨ßenordnung der Triplettquantenausbeute von Riboflavin in
Wasser zu 38 % [IPH03]. Abbildung 3.10 zeigt, dass das verwendete Modell (durchgezo-
gene Linie) mit Abweichungen im ho¨heren Konzentrationsbereich die gemessenen PQA-
Werten (offene Kreise) wiedergibt. In dem Modell wird nicht beru¨cksichtigt, dass mit
steigender Konzentration an MBA auch die Eigenschaften des Lo¨sungsmittels vera¨ndert
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werden. Man kann erwarten, dass ein zunehmender Anteil an MBA-Moleku¨len das H-
Bru¨ckennetzwerk zunehmend sto¨rt. Im gleichen Maße sollte auch die Wahrscheinlichkeit
einer Protonierung des 2RFTA•− herabgesetzt werden, und die Wahrscheinlichkeit ei-
ner unproduktiven Rekombination des Radikalionenpaares heraufgehen. Dies ist auch
im Einklang mit der Tatsache, dass trotz identischer transienter Konzentrationen an
2RFTA•− gemessen bei 50 und 100 mM (siehe Abbildung 3.15 (B1)), die PQA um die
Ha¨lfte abnimmt. Das Modell beschreibt somit qualitativ und zu einem gewissen Grad
auch quantitativ die Variation der PQA mit der MBA-Konzentration.
Im Fall von AcN/DMSO (98:2-v/v) als Lo¨sungsmittel - also ohne Wasser - ist ei-
ne fast hundertfach kleinere PQA bestimmt worden. In den spektroskopischen Daten
wurde beobachtet, dass der Anteil an Radikalpaaren, die in ihre GZ-Formen rekombinie-
ren, deutlich abnimmt, wenn eine erho¨hte Protonenkonzentration oder ein verbessertes
H-Bru¨ckennetzwerk aufgrund von umgebenden H2O-Moleku¨len vorliegt. Bei diesen Be-
dingungen nimmt auch die PQA deutlich zu. Eine schnelle Protonierung des 2RFTA•−
ist daher essentiell um eine unproduktive Rekombination des Radikalpaares 2RFTA•−
und 2MBA•+ zu vermeiden.
3.3.7. Verbesserung des produktiven Photozyklus mittels internal
Heavy Atom Effect
In Abschnitt 3.3.6 wurde der Mechanismus der photokatalytischen MBA Oxidation
mittels des RFTA diskutiert. Es fand sich, dass der produktive Photozyklus u¨ber den
Triplett-Zustand des RFTA verla¨uft. Dies ist ein nicht selektiver Reaktionsschritt, der
diffusionskontrolliert abla¨uft. Meist sind jedoch selektive Reaktionen von großem Inter-
esse, welche Bindungsstellen am Photokatalysator erfordern. Eine Bindungsstelle im dis-
kutierten System wu¨rde jedoch zu ku¨rzeren Absta¨nden zwischen dem RFTA und MBA
fu¨hren. Dies wiederum ha¨tte den Nachteil, dass das System u¨ber den schnellen nicht pro-
duktiven Zyklus, der u¨ber den 1RFTA∗ verla¨uft, gelo¨scht wird. Ein Ausweg dafu¨r ist die
Erho¨hung der ISC-Rate, indem man einen Internal Heavy Atom Effect (IHAE) nutzt.
Dies wurde realisiert durch die Synthese eines mit Iod substituierten Flavin-Derivat F-I
(siehe Abbildung 3.4).
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Lebensdauer von 1F-I in Abha¨ngigkeit der MBA-Konzentration
In einem ersten Schritt wurden die S1-Lebensdauern von F-I gelo¨st in AcN/H20(50:50-
v/v) in Abha¨ngigkeit der Konzentration an MBA via TCSPC vermessen. Fu¨r den Fall
ohne externe Zugabe von MBA ergab sich eine deutliche Verku¨rzung der Lebensdauer
von 6 ns auf < 0.8 ns im Vergleich zum RFTA (siehe Abbildung 3.26 (A)). Die Le-
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Abb. 3.26.: A oben: Fluoreszenzabklingkurven von F-I in Abha¨ngigkeit der MBA-
Konzentration in AcN/H2O (50:50-v/v). Die Anregung erfolgte bei 450 nm bei einer zeitlichen
Halbwertsbreite von 1.1 ns. Die gemessenen Abklingkurven sind dargestellt durch offene Kreise
in gru¨ner Abstufung, die Apparatefunktion durch graue offene Kreise und der bi-exponentielle
Fit durch die rote durchgezogene Linie. Der Datensatz fu¨r RFTA ohne MBA ist zum Vergleich
als transparente blaue Punkte mit rotem mono-exponentiellen Fit mit dargestellt. A unten:
Residuen gewichtet mit
√
Ni, wobei Ni die Anzahl der Ereignisse des Kanals i ist. B Zeigt die
Auswertung nach Stern-Volmer fu¨r ein dynamisches Lo¨schen eines angeregten Zustands. Im
Falle vom F-I zeigt nur die langsame Komponente ein dynamisches Lo¨schen (gru¨ne Punkte).
Die grauen Punkte zeigen die Auswertung fu¨r RFTA als Vergleich.
bensdauer liegt unterhalb der Auflo¨sung der verwendeten TCSPC-Apparatur, so dass
der Wert von 0.8 ns nur eine obere Grenze der tatsa¨chlichen Fluoreszenzlebensdauer
des F-I darstellt. Zudem war eine langsamere Komponente mit einer Lebensdauer von
5.9 ns zu erkennen. Die Amplitude dieser langsamen Komponente machte jedoch nur
etwa 2 % des Gesamtsignals aus. Nach Aussagen von Herrn Robert Lechner, der zum
damaligen Zeitpunkt am Institut fu¨r Organische Chemie bei Herrn Prof. Dr. B. Ko¨nig
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arbeitete, ist diese Probe nicht wie u¨blich aufwendig gereinigt worden. Es kann dem-
nach von einer Verunreinigung der Probe ausgegangen werden. Die Lebensdauer dieser
Verunreinigung entspricht mit 5.9 ns genau derjenigen, die fu¨r das nicht mit Iod substi-
tuierte Flavin erhalten wurde. Es scheint sich hierbei um reines Flavin zu handeln, das
wa¨hrend der Synthese nicht umgesetzten wurde. Unterstu¨tzt wird diese Vermutung auch
durch ein a¨hnliches Lo¨schverhalten dieses langsamen Beitrags nach Zugabe von MBA
(siehe Abbildung 3.26 (B)). Die kleine Abweichung der bi-molekularen Lo¨schrate von
kRFTAq = 3.94·109 M−1s−1 auf kF-Iq = 5.20·109 M−1s−1 kann an der leicht unterschiedlichen
Struktur der beiden Flavin-Derivate liegen (siehe Abbildung 3.4).
Trotz einer nicht zu 100 % reinen Probe erkennt man deutlich, dass das F-I einen
signifikant schnelleren Zerfall des Singulett-Zustands aufweist. Dies ist ein erstes Indiz
dafu¨r, dass es in diesem Derivat zu einem IHAE kommt, welcher die ISC-Rate drastisch
vergro¨ßert. Gleichermaßen sollten die Triplett-Ausbeute und letztendlich die PQA an-
steigen.
Lebensdauer und Bildung des 3F-I in Abha¨ngigkeit der MBA-Konzentration
Es wurde die 2D-TA bei gleichen Anregungsenergien und gleichen Chromophorkonzen-
trationen sowohl fu¨r das F-I als auch fu¨r das RFTA gemessen. Dadurch sollte es mo¨glich
sein, die Triplett-Ausbeute des F-I im Vergleich zum RFTA abscha¨tzen zu ko¨nnen. In
Abbildung 3.27 sind die Resultate der globalen Fits an die Datensa¨tze im Vergleich
zwischen dem RFTA und dem F-I dargestellt. Es war nicht mo¨glich im zur Verfu¨gung
stehenden Spektralbereich8 das Triplett-Spektrum des F-I vollsta¨ndig aufzunehmen. Das
Maximum der T1 → T2-Bande liegt bei Wellenla¨ngen oberhalb von 750 nm und ist somit
stark rotverschoben gegenu¨ber der T1 → T2-Bande des 3RFTA. Nach Addition von etwa
85 % des GZ-Spektrums erha¨lt man eine Abscha¨tzung fu¨r das Spektrum des 3F-I. Die
T1 → T3-Bande (λmax = 530 nm) und die T1 → T4-Bande (λmax = 390 nm) des 3F-I
liegen beide rotverschoben zu den a¨quivalenten Banden des 3RFTA. Die Extinktionsko-
effizienten am Maximum der T1 → T3-Bande und im Bereich des GSB sind fu¨r das 3F-I
und das 3RFTA in etwa identisch. Nach Normierung der DADS auf ihr GSB la¨sst sich
demnach abscha¨tzen, das die Triplettausbeute des F-I etwa 1.5 mal gro¨ßer ist als die
des RFTA. Durch die Einfu¨hrung eines IHAE sollte nicht nur die Bildungsrate kF-IISC des
Tripletts erho¨ht werden, sondern auch die Zerfallsrate kF-Ir-ISC. Dieses wird auch an einer
8Das Blitzlampenspektrum zur Abfrage reicht nur etwa bis 750 nm.
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verku¨rzten Lebensdauer von 1.1µs beobachtet.
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Abb. 3.27.: Vergleich der 2D-TA-Daten zwischen RFTA und F-I in AcN/H20(50:50-v/v)
Lo¨sung nach Anregung bei 450 nm. (A): 40µM RFTA (B): 40µM F-I. (C): Auf den GSB
normierte DADS aus den jeweiligen globalen Fits. Schwarze Linie: RFTA. Blaue Linie: F-I.
(D): SAS durch Addition des jeweiligen GZ-Spektrums. Graue Linie: 3RFTA nach Addition
von 53 % des GZ. Gru¨ne Linie: 3F-I nach Addition von 85 % GZ.
Im Folgenden wurden µs-Messungen bei MBA-Konzentrationen im Bereich von 5 bis
500 mM durchgefu¨hrt. In Abbildung 3.28 sind die Daten der TA fu¨r 10 mM an MBA
exemplarisch dargestellt. Alle Datensa¨tze lassen sich in einem globalen Fit mit drei
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Exponentialfunktionen beschreiben. Die DADS sind in analoger Weise zu den Daten an
RFTA zu interpretieren (siehe Abschnitt 3.3.5). Ein Vergleich mit Literaturdaten ist
leider nicht mo¨glich. Dennoch sind die Signale des 2F-I•− (DADS zu τ = 4.5µs) und
des 2F-I-H• (DADS zu τ  10µs) sehr a¨hnlich zu denen des nicht iodierten RFTA.
Das Spektrum des 2F-I•− zeigt eine leichte Strukturierung in der Bande bei Maximum
[MBA] / [mM] τ1 / [µs]
a 3keT / [M
−1s−1] τ2 / [µs]b τ3 / [µs]
0 1.11 – – –
5 0.58 1.62 · 108 5.4 –
7.5 0.46 1.70 · 108 4.5  10
10 0.38 1.71 · 108 4.5  10
20 0.23 1.70 · 108 4.9  10
40 0.13 1.65 · 108 5.7a  10
100 0.06c 1.49 · 108c 4.4  10
500 0.01c 3.28 · 108c 7.2  10
aGemessen in einem 2µs Zeitfenster.
bGemessen in einem 10µs Zeitfenster.
cDiese Werte liegen innerhalb der Zeitauflo¨sung und stellen daher nur eine obere Grenze fu¨r die
Lebensdauer dar.
Tab. 3.3.: Resultate aus den globalen Fits an den 2D-TA-Messungen mit dem SC Aufbau fu¨r
unterschiedliche Konzentrationen an MBA. τ1 = (kr-ISC+
3keT[MBA])
−1; τ2 = (kPT+3kr-eT)−1;
τ3 = (kProd)
−1. Fu¨r [MBA] = 0 mM: τ1 = (kr-ISC)−1 = (9.1 · 105 s−1)−1.
λmax = 370 nm. Auch im Fall des F-I scheint der PT nicht vollsta¨ndig abzulaufen, wie
es an der Bande bei λmax = 370 nm im DADS zu τ  10µs zu erkennen ist. Messungen
im sauren pH-Bereich sollten auch hier zeigen, dass der Zyklus auf die Seite des 2F-I•
gebracht werden kann. Derartige Messungen sind im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
durchgefu¨hrt worden. In Tabelle 3.3 sind die Fitresultate aller Datensa¨tze im U¨berblick
gegeben. Es zeigt sich, das die Rate fu¨r den eT vom MBA auf den Triplett-Zustand des
F-I mit 3keT = 1.7 · 108 M−1s−1 um den Faktor 10 gro¨ßer ist als diejenige, die im System
RFTA und MBA gefunden wurde.
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Abb. 3.28.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Matrix gemessen mit 40µM F-I und
10 mM MBA in AcN/H20(50:50-v/v) Lo¨sung nach Anregung bei 445 nm. (B): Zeitschnitte
bei verschieden Wellenla¨ngen (siehe Farbkodierung auf der Falschfarbendarstellung). (C-E):
DADS aus dem globalen Fit.
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Bestimmung der PQA von F-I in Abha¨ngigkeit der MBA Konzentration
In Abbildung 3.25 ist die Abha¨ngigkeit der PQA von der MBA-Konzentration darge-
stellt. Der Verlauf ist identisch zu dem des RFTA. Im Maximum ist der Umsatz im Fall
von F-I jedoch etwa 4 mal so hoch wie beim RFTA. Basierend auf dem Modell fu¨r die
PQA gema¨ß Gleichung 3.4 kann auch hier der Verlauf qualitativ wiedergeben werden.
Es wurden folgende Spektroskopische Daten verwendet:
• (τFL)−1 = (0.8 ns)−1 = 1.25 · 109 s−1
(aus den TCSPC-Messungen der 1RFTA∗ Fluoreszenz; nur untere Grenze)
• 1keT = 1.3 · 1010 M−1s−1
(U¨bernommen aus den Daten an RFTA)
• 3keT = 1.7 · 108 M−1s−1
(aus den µs Zerfallsdynamiken bei verschiedenen MBA-Konzentrationen)
• kr-ISC = 9.1 · 105 s−1
(aus dem Zerfall von 3RFTA in Abwesenheit von MBA)
Die Rate fu¨r das ISC kISC und den eT aus dem Singulett-Zustand sind unbekannt. Die eT-
Rate aus dem Singulett-Zustand kann mit dem Wert von 1keT = 1.3·1010 M−1s−1, der fu¨r
RFTA gemessen wurde abgescha¨tzt werden. Die Fluoreszenzlebensdauer τFL stellt nur
eine ober Grenze dar. In einem Fit an die Daten wurden kISC und τFL angepasst. Das Er-
gebnis des Fits ist in Abbildung 3.25 dargestellt. Es ergibt sich fu¨r die Fluoreszenzlebens-
dauer ein Wert von 450 ps. Die ISC-Rate wird zu kISC = 3.7 · 108 s−1 bestimmt, was eine
untere Grenze fu¨r die Triplettquantenausbeute von 17 % entspricht. Aus den spektrosko-
pischen Daten geht bereits hervor, dass die Quantenausbeute fu¨r den Triplett-Zustand
um den Faktor 1.5 gro¨ßer sein sollte bei RFTA. Somit wird durch die Modellierung der
PQA-Daten dieser Wert deutlich unterscha¨tzt. Die Modellierung ist in diesem Fall rein
qualitativ, wie auch die großen Abweichungen des Fits zu den Daten zeigen. Fu¨r eine bes-
sere quantitative Beschreibung mu¨ssen die Prozesse nach dem eT zum Triplett-Zustand
weiter untersucht werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Wahrscheinlichkeit
einer Rekombination des Radikalionenpaares von der Lo¨sungsmittelumgebung abha¨ngt.
Durch schnelle Protonierung des Radikalanion 2RFTA•− kann eine schnelle Rekombina-
tion verhindert werden, und die PQA weiter gesteigert werden. In weiteren Messungen
unter gepufferten wa¨ssrigen Bedingungen bei unterschiedlichen pH-Werten und auch in
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la¨ngeren Zeitbereichen sollte dieser Fragestellung weiter nachgegangen werden. Dieses
ist im Rahmen dieser Arbeit leider nicht mehr geschafft worden.
3.4. Ausblick
Die gewo¨hnlich gewa¨hlten Designvorschla¨ge eines Photokatalysators basieren auf der An-
nahme, dass eine unmittelbare Na¨he des redoxaktiven Chromophors und dem Substrat
durch eine Bindungsstelle vorliegen sollte. Aus der mechanistischen Studie geht jedoch
hervor, dass dies nicht fu¨r Flavinsysteme gilt. Diese Studie zeigt stattdessen andere
Gesichtspunkte, die bei Herstellung neuer auf Flavin basierenden Photokatalysatoren
mit verbesserten Produktumsatzraten wichtig sind. Ein Ansatzpunkt ist die Erho¨hung
der Triplettquantenausbeute durch Beschleunigung des ISC-Prozesses. Dazu kann der
Schweratomeffekt durch eine geeignete Substitution am Flavinchromophor ausgenutzt
werden, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde.
Es wa¨re auch interessant zu sehen, ob durch Substitution von sperrigen Seiten-
gruppen am Flavin oder aber sogar durch Einsperren des Flavins in einem Ka¨fig, wie
z.B. einem Protein, das Flavin und das Substrat aufgrund von sterischer Hinderung
auf Distanz gehalten werden kann. Dies fu¨hrte dann ebenfalls zu einer erho¨hten Tri-
plettquantenausbeute. Eine weitere Mo¨glichkeit bietet die Verwendung von Triplett-
Sensibilisatoren [Hvi+03], welche einen schnellen ISC Prozess nach Photoanregung un-
terliegen und dann ihre Triplett-Energie an das Flavin transferieren ko¨nnen. Auf diese
Weise ko¨nnte der Verlustkanal des Singulett-Zustands vollsta¨ndig umgangen werden.
Allerdings ha¨tte dies gleichzeitig den Nachteil, dass man im UV-Bereich anregen mu¨sste
anstatt im gewu¨nschten Vis-Bereich fu¨r die Photokatalyse.
Schaut man sich die allgemeinen Strukturen und vor allem die Mechanismen von
natu¨rlich vorkommenden Proteinen an, welche an Redoxreaktionen beteiligt sind, findet
man dort meist viele Redoxzentren in unmittelbarer Na¨he zu einander [Pag+99]. Die-
se Tatsache fu¨hrt zu einer effizienten Trennung der induzierten Ladungen entlang einer
Kette der Reaktionszentren, so dass eine Ladungsrekombination so wie andere deakti-
vierende Prozesse sehr stark unterdru¨ckt werden. Die Verfolgung dieses in der Natur
vorkommenden Konzeptes scheint somit viel versprechend zu sein. Fu¨r die auf Flavin
basierende Photokatalyse wu¨rde dies bedeuten, dass man an das Flavingeru¨st zum einen
sterisch abschirmt und zum anderen in einem bestimmten Abstand einen intermedia¨ren
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Elektronenakzeptor einbaut, der ebenfalls eine Substratbindungsstelle besitzt. Auf diese
Weise wu¨rde nach Photoanregung das Flavin zuerst den intermedia¨ren Elektronenakzep-
tor oxidieren. Anschließend wu¨rde der oxidierte intermedia¨re Elektronenakzeptor sich
vom gebundenen Substrat ein Elektron zuru¨ckholen. So sollte ein unproduktiver Elek-
tronentransfer vom Substrat zuru¨ck zum Photokatalysator deutlich verlangsamt werden
gegenu¨ber den produktiven Folgeprozessen. Wenn man die Substratbindungsstelle noch
derart spezifisch fu¨r das Substrat und nicht fu¨r das Produkt macht, sollte eine weite-
re Steigerung der Reaktionsquantenausbeute mo¨glich sein. Ansa¨tze, die in diese Rich-
tungen gehen, sind bereits schon gemacht worden. Z.B. konnte eine zehnfach ho¨here
Produktquantenausbeute bis zu 40 % fu¨r die Photooxidation von MBA mit einem Fla-
vinderivat erzielt werden, das kovalent an einen Zink(II)-Zyklen gebunden war [CVK04].
Es werden dennoch weitere detailliertere Untersuchungen am Flavinphotokatalysator im
Hinblick auf den Reaktionsmechnismus sowie auf einer Verbesserung seiner Photostabi-
lita¨t beno¨tigt. Die in dieser Arbeit erlangten Kenntnisse sollten in jedem Fall bei der
Entwicklung verbesserter Photokatalysatoren helfen.
4. Photozyklus in der LOV1-Doma¨ne
aus Chlamydomonas reinhardtii
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4.1. Einleitung
Das aus der Gru¨nalge Chlamydomonas reinhardtii (C.r.) stammende Protein Photo-
tropin steuert mehrere blaulichtabha¨ngige Prozesse bei der Bildung von Keimzellen
unter Stickstoffmangel (Gametogenese) [HB03]. Dessen Struktur beinhaltet zwei sich
wiederholende Doma¨nen, LOV1 und LOV2 (Light Oxygen and Voltage) sowie eine
Serin/Threonin-Kinase Doma¨ne. Diese LOV-Doma¨nen enthalten in ihrer Proteintasche
jeweils nicht kovalent gebunden den Chromophor FMN (Flavinmononukleotid), was sie
zu Blaulichtphotorezeptor-Einheiten macht [Chr+99]. Der Signalzustand dieser LOV-
Doma¨nen liegt in der Ausbildung eines kovalenten Adduktes zwischen dem Schwefela-
tom des in unmittelbarer Na¨he befindlichen Cysteins (Cys-57 in LOV1 und Cys-250 in
LOV2) und dem C(4a) vom Kofaktor FMN nach Absorption von blauem Licht [Sal+00;
Sal+01; CM02; Fed+03]. Das Absorptionsspektrum des Signalzustands im Photozyklus
der LOV1 Doma¨ne aus C.r. ist bereits charakterisiert worden [Kot+03; Kot03; Kut06;
Kut+08]. Derzeit ist allgemein akzeptiert, dass der Triplett-Zustand des FMN ein Inter-
mediat auf dem Weg zum Addukt ist [Kot+03; Kot03; Swa+01]. Fu¨r die Reaktionsabfol-
ge aus dem Triplett-Zustand heraus werden in der Literatur mehrere Reaktionsmecha-
nismen diskutiert. Mo¨gliche Mechanismen sind ein ionischer Verlauf, ein radikalischer
Verlauf und eine konzertierte Reaktion ohne definiertes Intermediat. Beim ionischen
Verlauf erfolgt zuerst eine PT gefolgt von einem nukleophilen Angriff des Thiolats am
C(4a) des FMN. Der radikalische Verlauf kann in einem oder zwei Schritten ablau-
fen. Eine Einschritt-Reaktion beinhaltet den Transfer eines H-Atoms H•, wa¨hrend eine
Zweischritt-Reaktion eine Sequenz von einem eT und einem PT umfasst. Beim konzer-
tierten Verlauf schließlich entsteht simultan mit der Bindung zwischen dem Schwefel
des Cysteins und dem C(4a) des Flavins auch die Bindung zwischen dem Proton des
Cysteins und dem N(5) des Flavins. Eine detaillierte Diskussion zu den einzelnen Me-
chanismen mit entsprechenden Quellenangaben ist in der Dissertation von Herrn Dr.
Kottke zu finden [Kot03].
Fu¨r den weiteren Reaktionspfad wurden bislang keine eindeutigen Intermediate auf
dem Weg zum Addukt gefunden. Es gibt einige Studien die Hinweise auf mo¨gliche Inter-
mediate liefern. Im Vorfeld wurde in der Gruppe von Herrn Prof. Dick z.B. gezeigt, dass
in einer Cys-Gly-Mutante der LOV1-Doma¨ne aus C.r., die kein Addukt ausbilden kann,
Methylthiol in die Proteintasche eindringen kann und dort photoinduziert ein Addukt
mit a¨hnlichen spektralen Charakteristika erzeugen kann [Lan+10]. Zu große Merkapta-
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ne sind sterisch gehindert fu¨r ein Eindringen in die Tasche, ko¨nnen jedoch das FMN
zum FMNH• reduzieren, welches innerhalb des Proteins stabil ist. Ausgehend dieser Er-
kenntnisse wurde postuliert, dass die Reaktionskette vom FMN-Triplett u¨ber die Bildung
eines Flavin-Cystein-Radikalpaares als Intermediat in die Bildung des Adduktes la¨uft.
Die aktuellste Arbeit gibt erstmals Hinweise auf die Bildung der Neutralradikal-Form des
FMN in den transienten Absorptionsspektren des Wiltyps LOV1 aus C.r. [Bau+11]. Die
Argumentation basiert auf einem Differenzspektrum zwischen dem Triplett-Spektrum
des Wildtypen und dem der LOV1-C57S Mutante. Es wird eine kleine Erho¨hung in
der Extinktion im Bereich von 550 und 600 nm die zusa¨tzlich im Triplett-Spektrum des
Wildtyps auftritt der Bildung des Neutralradikals zugeordnet. Die Signalho¨he liegt je-
doch im Bereich der Rauschamplitude. Daher kann es auch nur als ein Hinweis angesehen
werden.
In diesem Projekt wurde versucht mit Hilfe der in dieser Arbeit aufgebauten 2D-TA-
Spektroskopie, potentielle Intermediate im Photozyklus der LOV1 Doma¨ne aus C.r. zu
identifizieren. Erste Experimente zeigten, dass aufgrund der Langlebigkeit des Addukt-
zustands (τ ∼ 200 s) schon nach einem Laserschuss die Probe in einer Standku¨vette
vollkommen ausbleicht, so dass eine Aufakkumulation mit einer Repetitionsrate von ty-
pischerweise 0.5 Hz nicht mo¨glich war. Das Verla¨ngern der Delayzeit zwischen zwei Light
amplification by stimulated emission of radiation (Laser)schu¨ssen auf mehrere Minuten
brachte nur ma¨ßigen Erfolg. Auf eine weitere Verla¨ngerung der Delayzeit wurde auf-
grund von entstehenden Instabilita¨ten des Lasers und der Blitzlampe abgesehen. Um
diese Problematik zu lo¨sen wurde eine Durchflussku¨vette als Probenkammer in das Ex-
periment integriert. Mittels einer Peristaltikpumpe, welche schonend fu¨r Proteinproben
ist, wurde die Probe in einem laminaren Strom nach jedem Schuss im Anregungsvolumen
komplett ausgetauscht. Somit konnte erfolgreich u¨ber 100 Schuss gemittelt werden und
jeder einzelne Schuss erfolgte an einer vollkommen unbelasteten Probe. Die Messungen
am Wildtypen werden mit Messungen an den Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S,
sowie mit Messungen an FMN in Puffer-Lo¨sung verglichen.
4.2. Experimentalteil
Die Expressions- und Aufreinigungsbedingungen der LOV1 Konstrukte LOV1-WT, LOV1-
C57G und LOV1-C57S sind in Abschnitt 2.4 zu finden. Alle Proteine wurden vor den
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Messungen mehrere Male gegen den eingesetzten Puffer dialysiert, um eventuell nicht
gebundenes FMN vollsta¨ndig zu entfernen. Das FMN (von Lancaster Synthesis) und
das MBA (von Aldrich (98 % Reinheit)) wurden gekauft und direkt eingesetzt. In Abbil-
dung 4.1 sind die wesentlichen Merkmale der untersuchten LOV1-Konstrukte aus C.r.
sowie die Strukturformel des FMN dargestellt. Zur Herstellung der Natriumphosphat-
Puffer wurde bi-destilliertes Wasser verwendet. Die beno¨tigten Salze NaH2PO4, Na2HPO4
und NaCl wurden ebenfalls gekauft (von Merck) und direkt eingesetzt. Die stationa¨ren
Absorptionsspektren wurden mit einem Lambda 9a Spektrometer (Perkin-Elmer) bei
Raumtemperatur 20℃/ gemessen. Es wurde fu¨r die Belichtungsexperimente ein modifi-
zierter Ku¨vettenhalter verwendet, der in Abschnitt 2.2 beschrieben ist. Fu¨r die zeitauf-
gelo¨sten Fluoreszenzmessungen wurde eine Fluoreszenzku¨vette (2 mm × 10 mm) verwen-
det. Die optische Dichte der Proben wurde auf etwa 0.2 eingestellt. Die Anregung der
Proben erfolgte entlang der 2 mm Schichtdicke bei 450 nm. In Abschnitt 2.3 sind Details
zur TCSPC-Apparatur zu finden. Details zu den 2D-TA-Messungen sind in Abschnitt 2.1
zu finden.
4.3. Resultate und Diskussion
Es wurden einige aus der Literatur bereits bekannte Untersuchungen an der LOV1-
Doma¨ne sowie an Mutanten der LOV1-Doma¨ne zur Verifizierung erneut ausgefu¨hrt.
Die daraus resultierenden Ergebnisse bilden die Grundlagen fu¨r die in dieser Arbeit
durchgefu¨hrte Studie des Photozyklus der LOV1-Doma¨ne aus C.r..
4.3.1. Stationa¨re Absorptionsspektroskopie
Beim Studium der Photoreaktion innerhalb der LOV1 Doma¨ne ist es von Vorteil, wenn
neben der Wildtyp-Doma¨ne auch Doma¨nen untersucht werden, die sich aufgrund ge-
zielter Mutationen in einzelnen Eigenschaften vom Wildtyp unterscheiden. Ist es z.B.
mo¨glich, durch Mutationen die Reaktionskinetik oder die Anzahl der gebildeten In-
termediate zu beeinflussen, so ko¨nnen dadurch mechanistische Vorstellungen gewonnen
werden. Aus diesem Grund wurden neben dem Wildtypen der LOV1 Doma¨ne die zwei
Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S hergestellt. In den beiden Mutanten ist jeweils
das Cystein an Position 57 einmal durch ein Glycin und einmal durch ein Serin aus-
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Abb. 4.1.: Vergleich der stationa¨re Absorptionsspektren des reinen FMN, des FMN in
der LOV1-C57S Mutante, des FMN in der LOV1-C57G Mutante und des FMN im LOV1-
WT. Der Kofaktor liegt in seiner oxidierten Form vor. Alle Proben sind gelo¨st in 10 mM
Natriumphosphat-Puffer bei pH = 8.0 und 10 mM NaCl. Die Spektren der LOV-Doma¨nen
wurden auf die Extinktion des reinen FMN bei 445 nm skaliert (ε445 nm = 12500 L · cm−1 ·
mol−1 [Mac99]).
getauscht worden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es in diesen Mutanten nicht
mehr zu einem kovalenten Addukt zwischen dem Schwefelatom des reaktiven Cysteins-57
und dem C(4a) vom Kofaktor FMN kommt [Hol+02]. Mit dem Fehlen des Intermediats
LOV1-390 sollte der gesamte Photozyklus deutlich verku¨rzt werden. Anhand der Absorp-
tionsspektren kann abgelesen werden, wie sich die Mutationen auf die Struktur der LOV
Doma¨ne auswirken. Da die Absorptionsspektren der LOV1-C57G und der LOV1-C57S
Mutanten sich nicht grundlegend von dem des Wildtyps unterscheiden (siehe Abbil-
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dung 4.1), kann davon ausgegangen werden, dass sich auch die Strukturen der Mutanten
nicht grundlegend von der des Wildtyps unterscheiden. Daher stellen die Mutanten ein
geeignetes Vergleichssystem dar, in dem die strukturellen Eigenschaften des Wildtyps
erhalten bleiben.
Das Absorptionsspektrum des FMN zeigt im blauen (λmax = 445 nm) und im nahen
UV- (λmax = 373 nm) zwei breite Banden und im UV-Bereich (λmax = 266 nm) eine
weitere um den Faktor 3 gro¨ßere Bande. Diese Banden entsprechen den S0 → S1, S0 →
S2 und S0 → S3 U¨berga¨ngen innerhalb der Isoalloxazin-Einheit. Aufgrund der hohen
Extinktion in der Gro¨ßenordnung von 104 L · mol−1cm−1 kann diesen U¨berga¨ngen ein
pi → pi∗-Charakter zugewiesen werden [Hee82].
Im Vergleich zum freien FMN im Puffer besitzt das FMN, wenn es in einer LOV-
Doma¨ne eingebaut ist, eine ausgepra¨gte Schwingungsfeinstruktur (siehe Abbildung 4.1).
Die Feinstruktur wird vermutlich sowohl durch die unpolare Umgebung als auch durch
die Einschra¨nkung der Bewegungsfreiheit im Apoprotein verursacht. Die Feinstruktur
in LOV-Doma¨nen kann als Indikator fu¨r ein intaktes Protein hergenommen werden, da
bei Denaturierung der Chromophor freigesetzt wird, und dadurch die Feinstruktur des
Spektrums verloren geht [Kot03]. Im Wildtypen zeigt die S0 → S1-Bande zwei Ab-
sorptionsmaxima 474, 447 und eine Schulter bei 425 nm. Die Mutation des Cysteins-57
durch ein Glycin wirkt sich nicht auf diese Bande aus. Hingegen fu¨hrt das Einfu¨hren
eines Serins an Stelle des Cysteins-57 zu einer leichten Blauverschiebung der gesamten
Absorptionsbande von 4 nm. Der S0 → S2-U¨bergang in den LOV-Doma¨nen ist blau-
verschoben gegenu¨ber der entsprechenden Banden des freien FMN. Im Wildtypen sind
zwei Absorptionsmaxima bei 370 und 354 nm zu erkennen. In den Mutanten sind diese
Maxima um etwa 3 nm blauverschoben. Die Bande im UV-Bereich bei etwa 270 nm wird
u¨berlagert von der Absorption des Apoproteins aufgrund von Tryptophan, Tyrosin und
Phenylalanin1. Es besteht die Konvention die Dunkelzusta¨nde nach ihrer langwelligsten
Absorptionsbande zu benennen. Demnach lauten die drei Dunkelzusta¨nde LOV1-WT-
1Gema¨ß der Edelhoch-Methode la¨sst sich bei bekannter Aminosa¨uresequenz der Extinktionskoeffizient
eines Proteins u¨ber durchschnittliche molare Extinktionskoeffizienten fu¨r Tryptophan, Tyrosin und
Cys-S-S-Cys (Cystein) bei λ280 nm u¨ber ε280 nm = (nTrp · 5500 + nTyr · 1490 + nCys-S-S-Cys · 125) L ·
mol−1cm−1 bestimmen [Ede67]. Fu¨r die LOV-Doma¨nen ergibt sich mit nTrp = 1, nTyr = 4 und
nCys-S-S-Cys = 0 ein Beitrag von 11460 L ·mol−1cm−1. Das Phenylalanin hat sein Maximum erst bei
260 nm mit ε260 nm ≈ 200 L ·mol−1cm−1. In den LOV-Doma¨nen liegt der Beitrag der Phenylalanine
(6 Stu¨ck) bei etwa 1200 L ·mol−1cm−1.
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447, LOV1-C57G-447 und LOV1-C57S-444.
Es kann in guter Na¨herung davon ausgegangen werden, dass sich der Extinktions-
koeffizient von freiem FMN (ε445 nm = 12500 L · cm−1 ·mol−1 [Mac99]) nicht wesentlich
durch den Einbau des Flavins in das Protein a¨ndert. Aus diesem Grund wurden die
Absorptionsspektren der beiden LOV-Doma¨nen auf die Extinktion des reinen FMN bei
445 nm skaliert.
In manchen Flavoproteinen wird im Bereich von 500 bis 600 nm zusa¨tzlich eine breite
Absorptionsbande beobachtet. Diese kann entstehen, wenn das Flavin und eine azide
Seitengruppe (einer Aminiosa¨ure oder eines weiteren Koenzyms) nach Protonierung in
einem ladungsgetrennten Zustand vorliegen [MG74]. Da im Spektrum eine derartige Ban-
de nicht zu beobachten ist, la¨sst sich daraus schließen, dass auch das reaktive Cystein-57,
dessen Schwefel-Atom in einem mittleren Abstand von etwa 4.1 A˚ zum C(4a) des FMN
vorliegt [Fed+03], im LOV1-WT protoniert vorliegt. Durch Messungen im Infrarotbe-
reich am LOV1-WT konnte dies besta¨tigt werden [AHH03].
4.3.2. Photozyklus der LOV1-Doma¨ne
Der Signalzustand LOV1-390
Zur U¨berpru¨fung einer intakten LOV1-Doma¨ne wurden Absorptionsspektren vor und
nach Belichtung aufgenommen. Es zeigte sich, dass nach Belichtung fu¨r eine 1 s mit zwei
LEDs bei λmax = 450 nm und 300 mW Leistung das Dunkelspektrum LOV1-447 nahezu
vollsta¨ndig verschwindet und eine neue Bande mit einem Maximum bei 390 nm entsteht
(siehe Abbildung 4.2). Dieses Spektrum konnte in vielen anderen LOV-Doma¨nen, die
in Photorezeptoren anderer Organismen vorkommen, ebenfalls beobachtet werden [siehe
auch Referenzen in LG11]. Es wird dem Signalzustand der LOV-Doma¨nen (LOV1-390)
zugeordnet und umfasst strukturell die Ausbildung eines kovalenten Addukts zwischen
dem Schwefelatom des in unmittelbarer Na¨he befindlichen Cysteins (Cys-57 in LOV1
aus C.r.) und dem C(4a) des FMN sowie eine Protonierung des N(5) am FMN [Sal+00;
Sal+01; CM02; Fed+03]. Festzuhalten bleibt, dass das Absorptionsspektrum des Ad-
dukts im Bereich von 350 bis 500 nm nur eine einzige unstrukturierte Bande aufweist.
Bei Wellenla¨ngen gro¨ßer 500 nm sind die Extinktionskoeffizienten sowohl des Dunkel- als
auch des Lichtzustands nahezu Null.
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Abb. 4.2.: Vergleich der Absorptionsspektren des LOV1-WT vor und nach der Belichtung fu¨r
eine 1 s mit zwei LEDs bei λmax = 450 nm und 300 mW Leistung. Die Probe war gelo¨st in 10 mM
Natriumphosphat-Puffer bei pH = 8.0 und 10 mM NaCl. Die Spektren wurden entsprechend
der Extinktion des reinen FMN bei 445 nm skaliert (ε445 nm = 12500 L · cm−1 ·mol−1 [Mac99]).
Der Zerfall des Signalzustands in die Dunkelform erfolgt vollsta¨ndig auf einer Zeitskala
von mehreren Minuten. Die Zerfallskinetik des LOV1-390 ist nicht mono-exponentiell,
was auf ein inhomogenes System hindeutet [Kut+08]. In Arbeiten an anderen LOV-
Doma¨nen konnte eine pH-Abha¨ngigkeit wie auch ein Deuterium-Effekt innerhalb des
Addukt-Zerfalls beobachtet werden [Kot+03; ZVC09]. Dies deutet daraufhin, dass der
PT vom N(5) der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Dunkelreaktion ist. In
den Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S wird nach Belichtung bei λ = 450 nm das
Addukt nicht erzeugt, wie aus anderen Untersuchungen bereits zu erwarten war [Hol+02;
Lan+10].
Der Singulett-Zustand in LOV1
Es wurde weiter der Singulett-Zustand der LOV1 Doma¨ne untersucht. Dieser ist der erste
Schritt innerhalb des Photozyklus nach Photoanregung. Mittels dem TCSPC-Verfahren
wurden die Fluoreszenzlebensdauern bestimmt. Die Resultate sind in Abbildung 4.3
dargestellt. Fu¨r das freie FMN als Vergleichssystem wurde eine Lebensdauer von 4.7 ns
bestimmt (Literaturwert von τFL = (5.1± 0.2) ns [HPH05]). Ist das FMN in der LOV1-
Doma¨ne eingebaut, ohne dass sich nach Photoanregung ein Addukt bilden kann, wie es
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Ni, wobei Ni die Anzahl der Ereignisse des Kanals i ist.
in den Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S der Fall ist, zeigen sich nur minimale
Abweichungen in den Lebensdauern verglichen mit dem freien FMN. Die Fluoreszenzle-
bensdauern von LOV1-C57S und LOV1-C57G wurden bestimmt zu 4.5 ns (Literaturwert
von τFl = (4.6±0.2) ns [Hol+02]) und 4.9 ns. Messungen am Wildtypen zeigten, dass die
Fluoreszenzlebensdauer sich auf 3 ns (Literaturwert von τFl = (2.9 ± 0.2) ns [Hol+02])
verku¨rzt, wenn das Cystein-57 innerhalb der LOV1-Doma¨ne vorhanden ist. In der Grup-
pe von Herrn Prof. Dr. A. Penzkofer wurden zusa¨tzlich die Fluoreszenzquantenausbeuten
des LOV1-WT, des LOV1-C57S und des freien FMN bestimmt [Hol+02; HPH05]. Sie
fanden Werte von ΦWTFL = 0.17 ± 0.03, ΦC57SFL = 0.30 ± 0.01 und ΦFMNFL = 0.23 ± 0.02.
Aus den Lebensdauern und den Fluoreszenzquantenausbeuten lassen sich die jeweilige
Lebensdauer fu¨r den radiativen Zerfall bestimmen zu τWTrad = 17.6 ns, τ
C57S
rad = 15.0 ns
und τFMNrad = 20.4ns. Die Lebensdauern fu¨r den radiativen Zerfall sind im Rahmen der
Messgenauigkeit alle in etwa gleich groß. Zum einen kann daraus geschlossen werden,
dass die Photophysik der Mutante LOV1-C57S im Grunde der des freien FMN ent-
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spricht. Zum anderen zeigt dies, dass im Wildtypen zusa¨tzliche nicht strahlende Prozesse
die Relaxation des angeregten Singulett-Zustands beschleunigen. Da im Wildtypen das
Schwefelatom des Cystein-57 in etwa 4.1 A˚ zum C(4a) des FMN vorliegt [Fed+03], ist
ein Schweratomeffekt, der die ISC-Rate erho¨ht, eine sehr wahrscheinliche Erkla¨rung fu¨r
den zusa¨tzlichen Quench-Prozess [Hol+02]. Ein effizientes ISC fu¨r das LOV1-WT wurde
bereits nachgewiesen [Kot+03].
Modellsystem: FMN und MBA in Lo¨sung
Zuerst sei der freie Chromophor FMN mit und ohne Zugabe eines Elektronendonors
als ein Modellsystem betrachtet. Auf diese Weise sollten Spektren von potentiellen In-
termediaten charakterisiert werden ko¨nnen, die auch wa¨hrend des Photozyklus in der
LOV1-Doma¨ne auftreten ko¨nnen. Als Elektronendonor wurde das MBA verwendet, da
es im Rahmen dieser Arbeit bereits einen effizienten eT zum Flavinderivat RFTA zeig-
te (siehe Abschnitt 3). In Abbildung 4.4 sind die 2D-TA-Datensa¨tzen fu¨r die Systeme
FMN und FMN plus MBA dargestellt. Neben dem starken Laser- und Fluoreszenzsignal
(weißer Bereich (A)), welches die Zeitauflo¨sung des Experimentes widerspiegelt, ist in
den Daten nach der Anregung eine deutliche positive Absorption zum einen im Bereich
von 300 bis 410 nm und zum anderen im Bereich von 500 bis 750 nm zu finden. Im Be-
reich von 410 bis 500 nm ist das GSB zu erkennen. Die Daten konnten global mit einem
bi-exponentiellen Modell gefittet werden. Dabei wurde der Bereich der schnellen Fluores-
zenz in der Summe der kleinsten Fehlerquadrate nicht mitberu¨cksichtigt. Es wurden die
in Abbildung 4.4 (C) dargestellten DADS mit Lebensdauern von τ1 = 3.1µs (schwarze
Linie) und τ2  10µs (rote Linie) erhalten. Das DADS zu τ1 = 3.1µs zeigt eine positive
Bande bei eine 395 nm und langwellig von 500 nm eine weitere breite Absorptionsban-
de mit drei lokalen Maxima bei 522, 664 und 720 nm. In diesem DADS erkennt man
deutlich die charakteristische Form publizierter Triplett-Spektren a¨hnlicher Flavinderi-
vate [HPP79; ST96; Mel+99]. Das zweite DADS mit einer Lebensdauer, die in gro¨ßer
als das Messzeitfenster ist, besitzt positive Banden bei etwa 350 nm und eine breite
Bande im Bereich von 500 bis 600 nm. Ein Vergleich mit der Literatur la¨sst diese Cha-
rakteristika dem neutralen Flavinradikal 2FMNH• zuordnen [HPP79]. Fu¨r das RFTA
wurde in dieser Arbeit bereits gezeigt, dass die Extinktionskoeffizienten des 2RFTA•−
im Bereich von 600 nm und des 3RFTA im Bereich von 700 nm in etwa gleich sind (siehe
Kapitel 3). Unter dieser Annahme la¨sst sich grob Abscha¨tzen, dass zu etwa 2 % aus dem
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Abb. 4.4.: Vergleich der 2D-TA-Daten zwischen FMN (A) und FMN plus MBA (B) in
10 mM Natriumphosphat-Puffer mit 10 mM NaCl bei pH = 8.0 nach Anregung bei 450 nm.
Die Resultate der globalen Fits mit zwei Exponentialfunktionen sind in (C) fu¨r FMN und in
(D) fu¨r FMN plus MBA dargestellt.
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Triplett-Zustand auch das Neutralradikal u¨ber eine Triplett-Triplett Annihilations gebil-
det wird. Betrachtet man nun das FMN nach Zugabe von 50 mM an MBA, zeigt sich eine
vera¨nderte Dynamik im Vergleich zum freien FMN alleine (Abbildung 4.4 (B)). Erstens
ist die Amplitude des Triplett-Zustands deutlich reduziert und auch die Lebensdauer die-
ser Bande ist ku¨rzer. Zweitens entstehen mit dem Zerfall der Triplett-Absorption zwei
neue Banden bei etwa 370 nm und 510 nm. Und drittens zerfallen die intermedia¨r gebil-
deten Banden in einem Zeitbereich von 10µs wieder und es entsteht eine breite Bande im
Bereich von 500 bis 600 nm. Im Bereich der GZ-Absorption bei 450 nm bleibt das Signal
konstant und im Bereich von 350 bis 400 nm nimmt es wieder negative Werte an. Diese
Daten ko¨nnen in einem globalen Fit mit Exponentialfunktionen gut beschrieben werden.
Daraus ergeben sich drei DADS zu τ1 = 900 ns, τ2 = 4.7µs und τ3  20µs. Diese sind
in Abbildung 4.4 (D) dargestellt. Es ergibt sich ein a¨hnliches Bild, wie es bereits bei den
Messungen an RFTA und MBA beobachtet wurde. Nach Bildung des Triplett-Zustands
wird dieser im Vergleich ohne MBA gelo¨scht. Das DADS zu τ = 900 ns zeigt eine nega-
tive Bande bei 350 nm und eine reduzierte Amplitude im Bereich von 510 nm gegenu¨ber
dem DADS, das aus dem Datensatz ohne MBA erzeugt wurde. Im DADS zu τ = 4.7µs
werden die Beitra¨ge der Spezies, die mit dem Triplett-Zerfall entstanden sind dann deut-
licher. Man erkennt eine deutlich positive Bande bei etwa 370 nm und eine zusa¨tzliche
positive Bande bei etwa 450 nm. Die Bandenform bei 370 nm deutet auf das 2FMN•−
hin. Es erfolgt demnach u¨ber einen eT vom MBA zum FMN die Bildung des Radikalio-
nenpaars 2FMN•− und 2MBA•+. Der Beitrag des 2MBA•+ bei etwa 450 nm wird nicht
deutlich, da das Spektrum vom 2FMN•− u¨berlagert wird (siehe Kapitel 3). Das Radi-
kalionenpaar zerfa¨llt schließlich u¨ber einen PT mit 4.7µs und es wird das Radikalpaar
2FMNH• und 2MBA• gebildet. Das 2MBA• absorbiert in diesem Spektral Bereich nicht.
Das Entstehen des 2FMNH• kann an der negativen Bande des DADS zu τ = 4.7µs im
Bereich von 500 bis 600 nm erkannt werden. Der PT ist nahezu vollsta¨ndig, da man kei-
nen merklichen Ru¨ckgang des GSB im Bereich um 450 nm beobachtet. Das letzte DADS
zu τ  20µs weist schließlich die Differenz zwischen dem Neutralradikal-Spektrum und
dem GZ-Spektrum auf. Dass im Fall freien FMNs nur das 2FMNH• beobachtet wird,
nicht aber andere Intermediate, die man fu¨r eine Triplett-Triplett-Annihilation erwarten
wu¨rde, z.B. in Form von 2FMN•− und 2FMN•+, la¨sst sich mit einer zu geringen transi-
enten Konzentration der Intermediate gema¨ßen einer abgescha¨tzten Gesamtumsetzung
von etwa 2 % begru¨nden.
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Triplett-Zerfall in LOV1
Um einen zusa¨tzlichen Vergleich zum Photozyklus der LOV1-Doma¨ne vornehmen zu
ko¨nnen, wurde der verku¨rzte Photozyklus der Mutante LOV1-C57S untersucht. Im Ver-
gleich zu der Messung von freiem FMN zeigten sich bei der LOV1-C57S Mutante sehr
a¨hnliche spektrale Charakteristika eines Triplett-Spektrums und eines Neutralradikal-
Spektrums des FMN. Die Signale im LOV1-C57S konnten gegenu¨ber der Messung an
freiem FMN u¨ber einen la¨ngeren Zeitbereich bis hin zu 200µs beobachtet werden (sie-
he Abbildung 4.5 (B)). Der Datensatzes konnte mit zwei Exponentialfunktionen gut
beschrieben werden. Es ergaben sich DADS zu τ1 = 28µs zu τ2  200µs. Diese sind
in Abbildung 4.5 (D) dargestellt. Das DADS mit der ku¨rzeren Lebensdauer kann wie
schon beim freien FMN dem Triplett-Zustand des FMN zugeordnet werden. Ebenfalls
kann das DADS zu τ2  200µs, wie beim FMN in Lo¨sung, dem Neutralradikal des
FMN zugeordnet werden. Fu¨r die LOV1-C57S Mutante wurden in fru¨heren Arbeiten ei-
ne bi-exponentielle Kinetik mit Lebensdauer von 3µs (25 %) und 27µs (75 %) beobach-
tet [Kot+03; Bau+11]. Die Kinetik wurde mono-exponentiell sobald das Lo¨sungsmittel
zuvor entgast wurde durch Durchleiten von N2 oder Xe. Die schnelle Komponente im
Zerfall des Triplett-Zustands wurde in diesen Messungen jedoch nicht beobachtet. Statt-
dessen wurde ein zusa¨tzliches Intermediat mit einer Extinktion im Bereich von 500 bis
600 nm zu einem geringen Anteil bezogen auf die Triplett-Amplitude beobachtet. Bei
einer Annahme a¨hnlicher Extinktionskoeffizienten der beiden Spezies in ihren Maxi-
ma kann abgescha¨tzt werden, dass etwa 2 % der Triplett-Zusta¨nde ein Neutralradikal
ausbilden. Dies ist im Einklang mit der Beobachtung aus NMR Studien an der LOV1-
C450A Mutante aus Avena sativa (A.s.) Phototropin-1 [Eis+08], sowie aus photochemi-
cally induced dynamic nuclear polarization (photo-CIDNP) Studien an der LOV1-C450A
Mutante aus Avena sativa Phototropin-1 in Lo¨sung [Ric+05] und an der LOV1-C57S
Mutante aus C.r. im Festko¨rper [Tha+10]. Es wurde ein eT von einem Tryptophan (Trp-
W557 in LOV1-C450A und Trp-98 in LOV1-C57S) zum FMN beobachtet, welches sich
in einem großen Abstand an der Oberfla¨che der jeweiligen LOV-Mutante befindet. Es
wurde ebenfalls eine sehr geringe Effizienz beobachtet, was mit dem großen Abstand zu
erkla¨ren ist.
Die Beobachtung des Neutralradikals mag in fru¨heren spektroskopischen Arbeiten
u¨bersehen worden sein. Es bleibt jedoch der Widerspruch mit dem bi-exponentiellen Ab-
klingverhalten des Triplett-Zustands. Die Triplett-Lebensdauer des FMN betra¨gt 3µs,
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Abb. 4.5.: Vergleich der 2D-TA-Daten zwischen LOV1-WT (A) und LOV1-C52S (B) in
10 mM Natriumphosphat-Puffer mit 10 mM NaCl bei pH = 8.0 nach Anregung bei 450 nm.
Resultate der globalen Fits mit zwei Exponentialfunktionen sind in (C) fu¨r LOV1-WT und in
(D) fu¨r LOV1-C52S dargestellt. In (E) sind die DADS mit den jeweiligen ku¨rzeren Lebens-
dauer normiert auf die Bande bei 710 nm dargestellt.
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wenn es im gleichen Puffer gelo¨st ist wie die LOV1-C57G Mutante. Dies la¨sst vermuten,
dass es sich bei der 3µs-Komponente um freies nicht gebundenes FMN handelt, das
neben dem Protein mit vorliegt. Dies wird weiter unterstu¨tzt durch die Tatsache, dass
diese Komponente verschwindet, sobald die Probe zuvor entgast wurde. Weiter ist auch
anzunehmen, dass molekularer Sauerstoff nicht zu großen Anteilen in die Proteintasche
hinein diffundiert, und dass somit die Lebensdauer von 28µs dem nicht durch mole-
kularen Sauerstoff gequenschten Triplett-Zerfall widerspiegelt. Messungen an RFTA in
entgaster AcN/H2O (50:50-v/v) Lo¨sung zeigten neben bi-molekularen Prozessen auch
eine intrisische Lebensdauer von 25µs, was diese Annahme weiter unterstu¨tzt (siehe
Kapitel 3).
Unter dem Hintergrund, dass in der transienten Absorption an LOV1-C57S bereits
ein Neutralradikal beobachtet wurde, sollte im Wildtypen die Effizienz eines eT deutlich
erho¨ht werden, da das Cystein-57 mit etwa 4.1 A˚ zum C(4a) des FMN na¨her dran liegt.
Die transienten Absorptionsspektren sind in Abbildung 4.5 (A) dargestellt. Es werden
im Vergleich zum LOV1-C57S ebenfalls die Signatur des Triplett-Zustands beobachtet.
Die Lebensdauer ist im Wildtypen jedoch deutlich verku¨rzt, da die Signale im Bereich
von 500 bis 750 nm innerhalb von 3µs nahezu abgeklungen sind. Im Bereich von 390 nm
hat zum einen der Triplett-Zustand eine hohe Extinktion wie auch der zu erwartende Si-
gnalzustand in Form des Addukts. In diesem Bereich nimmt die Amplitude ebenfalls wie
die breite Bande des Triplett-Zustands (λ > 500nm) binnen 3µs bis auf ein in diesem
Zeitbereich konstantes Niveau von 14 mOD ab. Dieses konstante Signal bei 390 nm kann
dem Signal-Zustand LOV1-390 zugeordnet werden. Des Weiteren ist in diesen Daten
zu erkennen, dass alle Signale in ihrer Intensita¨t abnehmen oder u¨ber den Zeitbereich
hinweg konstant bleiben. Es werden keine ansteigenden Signale beobachtet. Ein globaler
Fit mit zwei Exponentialfunktionen lieferte eine gute Beschreibung der Dynamik. Die
entsprechenden DADS zu τ1 = 1.1µs und zu τ2  5µs sind in Abbildung 4.5 (C) darge-
stellt. Das DADS zu τ1 = 1.1µs ist im Bereich langwelliger als 500 nm identisch zu dem
Spektrum, das aus den Daten fu¨r das LOV1-C57S gewonnen wurde. Die Bandenform
bei etwa 380 nm unterscheidet sich jedoch zum reinen Triplett-Spektrum. Im Wildtypen
ist diese Bande zum einen breiter als im LOV1-C57S. Zum anderen ist diese Bande im
Wildtypen in etwa gleich intensiv zu der Bande bei 510 nm, wa¨hrend im LOV1-C57S die-
se Bande um den Faktor von etwa 1.5 intensiver ist im Vergleich zur Bande bei 510 nm.
Zudem ist der GSB im Bereich von 450 nm im DADS zu τ1 = 1.1µs deutlich reduziert
und gibt einen positiven Beitrag. Diesem Spektrum kann entnommen werden, dass der
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Triplett-Zustand in eine Spezies zerfa¨llt, die bei etwa 380 nm absorbiert und im Bereich
des GSB kaum noch absorbiert. Die Spezies, in die der Triplett-Zustand zerfa¨llt, kann
demnach dem Addukt-Zustand zugeordnet werden. Das Addukt-Spektrum hat im Be-
reich von etwa 450 nm im Vergleich zur GZ-Bande nur eine sehr geringe Extinktion. Wird
dies beru¨cksichtigt und zudem die Beobachtung, dass das Signal im Bereich des GSB
konstant bleibt, la¨sst sich daraus schließen, dass der Triplett-Zustand nahezu vollsta¨ndig
in das Addukt konvertiert. Das Addukt-Spektrum wird im DADS zu τ2  5µs mit ei-
ner deutlichen Bande bei 390 nm sichtbar. Es zeigt sich in diesem DADS aber noch eine
zusa¨tzliche Bande im Bereich von 500 bis 600 nm, wie schon zuvor beim LOV1-C57S.
Diese Bande kann auch hier dem Neutralradikal zugeordnet werden. Vergleicht man
auch hier das Amplitudenverha¨ltnis von der Triplett- und der Neutralradikal-Bande in
ihren Maxima, la¨sst sich daraus abscha¨tzen, dass auch zu etwa 13 % das Neutralradi-
kal gebildet wird. Dieser Anteil ist deutlich gro¨ßer als es im LOV1-C57S beobachtet
wurde. Erkla¨rt werden kann dies durch unterschiedliche Konformere des Cystein-57 in-
nerhalb der LOV1-Doma¨ne. Es scheint, dass etwa 13 % der Cysteine sich in einer sterisch
ungu¨nstigen Position fu¨r eine Adduktbildung befinden, jedoch nahe genug sind fu¨r einen
schnellen eT gefolgt von einem PT oder einem H-Atom-Transfer, so dass dieses Inter-
mediat als Nebenprodukt beobachtet werden kann. Unterstu¨tzt werden kann dies durch
eine theoretische Arbeit, in der Molekular Dynamik (MD)-Simulationen an der LOV2-
Doma¨ne aus Adiantum capillus-veneris durchgefu¨hrt und mit den Kristallstrukturdaten
der LOV1-Doma¨ne aus C.r. verglichen wurden [NS04]. Die Rechnungen ergaben, dass
drei unterschiedliche Konformere des reaktiven Cysteins A, B und C vorliegen. Die Kon-
formere A und B wandeln sich dabei auf einer ps-Zeitskala in einander um, wa¨hrend
Konformer C, wenn es einmal gebildet ist fu¨r mehrere ns stabil bleibt. Durch die Be-
obachtung des Neutralradikals la¨sst sich schließen, dass ein radikalischer Mechanismus
sehr wahrscheinlich ist. Im kurzen Zeitbereich des Triplett-Zerfalls konnte kein Signal
eines anderen Intermediates beobachtet werden, so dass fu¨r die Schritte des eT und des
PT oder eines H-Atom-Transfers einer Lebensdauer von < 1µs anzunehmen ist. Interes-
sant wa¨re zu beobachten, ob das Radikalpaar, welches sich als Nebenprodukt bildet, auf
einer la¨ngeren Zeitskala zum Addukt rekombiniert. Dieses wa¨re ein zusa¨tzlicher Beweis
fu¨r unterschiedliche Konformere des Cysteins-57, die durch eine ho¨here Energiebarriere
von einander getrennt sind. Im Rahmen dieser Arbeit ist dies leider nicht mehr verfolgt
worden.
Ausgehend von den Beobachtungen aus den transienten Absorptionsspektren der
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LOV1-Doma¨ne und der Mutante LOV1-C57S wird der in Abbildung 4.6 dargestellte
Photozyklus postuliert werden. Nach Photoanregung des GZ wird der Singulett-Zustand
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Abb. 4.6.: Postulierter Photozyklus der LOV1-Doma¨ne aus C.r.. Die einzelnen Schritte sind
im Text beschrieben.
erzeugt. Dieser zerfa¨llt zum Teil in den GZ zuru¨ck mit kIC + kFL und zum Teil u¨ber kISC
in den Triplett-Zustand. Der Triplett-Zustand wird nahezu vollsta¨ndig u¨ber Transfer-
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Reaktionen eines e− gefolgt von einem H+ oder von einem H• gelo¨scht. Die Transfer-
Reaktionen erfolgen von zwei unterschiedlichen Konformeren des Cystein-57 heraus und
es entstehen zwei Radikalpaare in zwei unterschiedlichen Konformeren zu etwa 87 % (A)
und 13 % (B). Das Haupt-Radikalpaar (A) bildet mit kAB (τ = 1.1µs) vollsta¨ndig die
Addukt-Spezies, wa¨hrend das Radikalpaar (B) auf einem Zeitbereich von > 5µs stabil
bleibt. Es kann vermutet werden, dass das Radikalpaar (B) entweder durch O2 zuru¨ck in
den GZ katalysiert wird, oder durch einen Konformationswechsel mit kKW in das Radi-
kalpaar (A) u¨bergeht, welches wieder das Addukt bildet. Das Addukt zerfa¨llt schließlich
mit kAZ in einer thermisch aktivierten Reaktion zuru¨ck in den GZ.
5. Einflusses der Adduktbildung auf
die Signalweiterleitung in
LOV-Doma¨nen
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5.1. Einleitung
Lebende Organismen in einer sich sta¨ndig a¨ndernden Umgebung sind fu¨r ihr U¨berleben
darauf angewiesen, externe Impulse empfangen und entsprechend darauf reagieren zu
ko¨nnen. Diese Aufgabe u¨bernehmen Proteine, die zum einen aus einer ,,Eingangs-” oder
Sensordoma¨ne und zum anderen aus einer ,,Ausgangs-” oder Effektordoma¨ne aufgebaut
sind [PN03]. Sensordoma¨nen sind dabei auf Signale sensitiv, wie z.B. Absorption von
Licht oder Bindung eines Liganden. Die Effektordoma¨nen hingegen besitzen eine biolo-
gische Aktivita¨t, welche z.B. katalytisch sein kann. Auch kann sich die Aktivita¨t darin
a¨ussern, dass die Effektordoma¨ne eine Affinita¨t zur Bindung von DNA bekommt. Die Ak-
tivita¨t der Effektordoma¨ne kann dabei durch die Wechselwirkung zwischen der Sensor-
und Effektordoma¨ne allosterisch reguliert werden.
Mo¨glich et al. haben an einem Beispiel gezeigt, dass die Sensor- und Effektordoma¨nen
als modulare Untereinheiten betrachtet werden ko¨nnen. In ihrer Arbeit tauschten sie die
Ha¨m bindende PAS Sensordoma¨ne des FixL aus Bradyrhizobium japonicum, welche
die Aktivita¨t ihrer Histidinkinase abha¨ngig vom Sauerstoffgehalt reguliert [GGDH91],
mit der LOV Sensordoma¨ne aus Bacillus subtilis YtvA aus, welche Blaulicht gesteu-
ert eine durch den allgemeinen Stressregulator σB kontrollierte U¨bertranskription von
Promotern verursacht. Das resultierende artifizielle Fusionsprotein YF1 zeigte in vitro
keine sauerstoffabha¨ngige sondern eine blaulichtabha¨ngige Regulierung der Kinaseakti-
vita¨t in vitro. Die Aktivita¨t wie auch die Substrataffinita¨t blieben dabei vergleichbar
zum natu¨rlichen FixL. Des Weiteren konnten sie demonstrieren, dass der Aufbau der
Linkerregion zwischen der PAS Sensor- und der Histidinkinase Effektordoma¨ne kritisch
ist fu¨r Kinaseaktivita¨t und deren Regulierung durch Blaulicht [MAM09].
Ausgehend von dem in [MAM09] beschriebenen Aktivita¨tstest soll mit dieser Arbeit
nun eine weitere Erkenntnis in Hinblick auf die Signalweiterleitung von einer LOV-
Doma¨ne auf eine verknu¨pfte Effektordoma¨ne erzielt werden. Die Fragestellung zielt auf
die Natur des unmittelbar nach Photoanregung gebildeten Signalzustands der LOV-
Doma¨ne. Dieser Signalzustand besitzt in bisher allen untersuchten LOV-Doma¨nen ei-
ne kovalente Bindung zwischen dem C(4a) Atom am Flavin zu einem in allen LOV-
Doma¨nen konservierten Cystein [Bri07; CRM03]. Das photochemisch gebildete Cystei-
nyladdukt ist im Flavinringsystem leicht gewinkelt und u¨bt einen mechanischen Zug auf
das Proteinru¨ckgrat aus [CM02; Fed+03]. In der Literatur wird auf der Basis von Kri-
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stalldaten die Signalweiterleitung innerhalb einer LOV-Doma¨ne diskutiert. In [CRM03]
wird z.B. die Beeinflussung einer Salzbru¨cke zwischen einem Glutamat und einem Lysin
an der Oberfla¨che der LOV-Doma¨ne durch die Ausbildung des Cysteinyladdukts als die
potentielle Struktura¨nderung bei der Signalweiterleitung postuliert.
In dieser Arbeit soll die Frage untersucht werden, ob allein die Ausbildung eines
Cysteinyladduktes, ohne gleichzeitige Bindung zum Proteinru¨ckgrat, essentiell fu¨r die
Weiterleitung eines Signals zur Aktivierung einer Effektordoma¨ne ist, oder ob der me-
chanische Zug durch die Cysteinyladduktbildung zusa¨tzlich erforderlich ist. Zu diesem
Zweck soll ausgenutzt werden, dass eine LOV-CG-Mutante, in der das reaktive Cystein
gegen ein Glycin ausgetauscht wurde, in Gegenwart von Methylthiol eine blaulichtin-
duzierte Photoreaktion zu einem Methylthiolyladdukt eingeht, das nicht an das Prote-
inru¨ckgrat gebunden ist [Lan+10]. Verwendet man diese CG-Mutante in Gegenwart von
Methylthiol statt des Wildtyps im Aktivita¨tstest, so sollte sich im Vergleich von Licht-
und Dunkelzustand kla¨ren lassen, ob die mechanische Spannung im Lichtzustand des
Wildtyps fu¨r die Signalweiterleitung wesentlich ist.
5.1.1. Der Aktivita¨tstest
Im Folgenden wird der Aktivita¨tstest nach Mo¨glich et al. kurz skizziert. Dazu wird mit
einer Beschreibung der einzelnen Untereinheiten YtvA und FixL, welche schließlich zu
YF1 fusioniert wurden, begonnen. Abschließend wird das Reaktionschema, welches auf
dem des FixL basiert, kurz eingegangen.
Bacillus subtilis YtvA
YtvA besteht N-terminal aus einer LOV Sensordoma¨ne und C-terminal aus einer STAS
(Sulfate Transport Antisigma factor antagonist) Effektordoma¨ne. Beide Doma¨nen sind
verknu¨pft u¨ber eine α-helikale Linkersequenz, die Jα genannt wird. Der Signalzustand
der LOV-Doma¨ne ist das photochemisch gebildete Cysteinyladdukt (kovalente Bindung
zwischen dem C(4a) Atom am FMN zum Cystein 62). Die Lebensdauer dieses Addukts
betra¨gt etwa 1 h bei Raumtemperatur. Die exakte biochemische Rolle von STAS ist bis-
her nicht bekannt. YtvA zeigte bislang nur blaulichtgesteuert eine durch den allgemei-
nen Stressregulator σB kontrollierte U¨bertranskription von Promotern [Los+02; AK00;
Sal+01; Akb+01].
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Bradyrhizobium japonicum FixL
FixL besitzt 2 N-terminale Ha¨m bindende PAS Sensordoma¨nen als Sauerstoffsensoren.
C-terminal befindet sich eine Histidinkinase Effektordoma¨ne, die den Phosphoakzeptor
(DHp) und die katalytisch aktive Untereinheit (CA) beinhaltet. Es bildet zusammen
mit dem Response Regulator FixJ ein Zweikomponentensystem, das die Expression von
Proteinen reguliert, die an der microaeroben Atmung, am Stickstoffkreislauf und an der
Stickstofffixierung beteiligt sind [Fis94; Gon+98; KM05].
Artifizielles YF1
Mo¨glich et al. konstruierten das Fusionsprotein bezu¨glich eines auf Strukturen basieren-
den Sequenzvergleiches zwischen der PAS und der LOV-Sensordoma¨ne aus YtvA und
FixL. Abbildung 5.1 zeigt die schematischen Strukturen von YtvA, FixL und YF1 aus
Mo¨glich et al. [MAM09].
YtvA 1 LOV Jα STAS 261
FixL 1 PAS PAS H Jα CA 505DHp
YF1 LOV Jα CADHp
Abb. 5.1.: Schematische Strukturen von YtvA, FixL und YF1 aus Mo¨glich et al. [MAM09].
YtvA umfasst N-terminal eine LOV-Sensor- und C-terminal eine STAS-Effektordoma¨ne, die
u¨ber den Linker Jα verknu¨pft sind. FixL besitzt zwei PAS-Doma¨nen, wobei die zweite (PAS H)
Ha¨m bindet, und eine Histidinkinase mit den Phosphoakzeptor- (DHp) und katalytisch aktiven
(CA) Untereinheiten. Die Fusionskinase YF1 wurde durch Verlinkung der YtvA LOV-Doma¨ne
mit der FixL Histidinkinase u¨ber die Jα von FixL erzeugt.
Mechanismus der Phosphorylierungsreaktionen in FixL und YF1
Die Phosphorylierungsreaktion in FixL ist aufgeteilt in zwei Teilreaktionen. Zuerst un-
terliegt das FixL einer Autophosphorylierung am konservierten Histidin 291, welches sich
innerhalb der Dhp Untereinheit befindet. In einem zweiten Schritt wird das Phosphat
auf einen nicht kovalent gebundenen Response Regulator FixJ u¨bertragen [GGDH91;
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GGGP94]. Auf einer la¨ngeren Zeitskala kommt es schließlich zu einer Hydrolyse des
phosphorylierten FixJ durch Wasser.
Durch die Konstruktion des Fusionsprotein YF1 wird ein Blaulichtschalter in Form
einer LOV-Doma¨ne eingebaut. Die LOV-Doma¨ne geht durch Blaulicht in ihren Signal-
zustand u¨ber. Dies hat eine Inhibierung der Phosphorylierungsreaktion zur Folge. Abbil-
dung 5.2 zeigt das in [MAM09] postulierte Reaktionschema fu¨r die Phosphorylierungsre-
aktion im System YF1. Die Phosphorylierungsreaktion kann anhand der Menge an phos-
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Abb. 5.2.: Reaktionsschema des Phosphorylierungstests. YF1 autophosphoryliert sich und
u¨bertra¨gt dann das Phosphat auf den response regulator FixJ.
phorylierten FixJ verfolgt werden. Der Einsatz von [γ-33P]Adenosintriphosphat (ATP)
ermo¨glicht die Detektion u¨ber die radioaktiv Markierung des FixJ nach vorausgehender
elektrophoretischer Trennung.
5.2. Material und Methoden
5.2.1. Molekularbiologie und Proteinreinigung
Diese Arbeiten wurden am Institut fu¨r Molekulare Enzym Technologie (IMET) im
Forschungszentrum Ju¨lich unter der Teilgruppenleitung von Herrn Dr. Krauss durch-
gefu¨hrt. Es wurden die Proteine YF1-WT, YF1-C62G und FixJ exprimiert. Das YF1-
WT entspricht dem Fusionsprotein aus Abbildung 5.1. In der Variante YF1-C62G ist
das Cystein-62 durch ein Gylcin mutiert. Das FixJ ist das Zielprotein im zweiten Teil-
schritt der Phosphorylierungsreaktion. Die Menge an phosphoryliertem FixJ dient der
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Verfolgung des Reaktionsverlaufs.
Die Proben befanden sich in einem Puffer aus 10 mM Tris-HCl bei pH = 7.0 und
10 mM NaCl. Die Konzentrationbestimmung von FixJ erfolgte u¨ber den Extinktions-
koeffizienten bei 280 nm (ε280 nm = 4860 M
−1cm−1). Die YF1-Konstrukte lassen sich
bei vollsta¨ndiger Beladung an Chromophor FMN u¨ber dessen Extinktion bei 450 nm
(ε450 nm = 12500 M
−1cm−1) bestimmen. Die Beladung la¨sst sich anhand des Verha¨ltnisses
der Absorptionsbanden bei 280 nm und 450 nm bestimmen, sofern eine sehr saubere Pro-
be vorliegt. Bei vollsta¨ndiger Beladung sollte das Verha¨ltnis bei etwa 2.9 liegen. Fu¨r die
Proben la¨sst sich eine Beladung mit Chromophor von etwa 73 % fu¨r YF1-WT und von
64 % fu¨r YF1-C62G abscha¨tzen.
5.2.2. Phosphorylierungstest
Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur (ca. 20℃) in einem Reaktionpuffer
(50 mM Tris/HCl (pH 8.0), 50 mM KCl, 100µM MnCl2, 5 mM β-Mercaptoethanol, 5 %
(v/v) Ethylenglycol) durchgefu¨hrt. Das Protein wurde zuerst mit dem Reaktionspuffer
vorgelegt. Die Phosphorylierungsreaktion wurde durch Zugabe des [γ-33P]ATP/MgCl2
zur Reaktionsmischung gestartet. Tabelle 5.1 zeigt die Zusammensetzungen der jeweili-
gen Proteinmischungen. Der Reaktionsmischung wurde zu unterschiedlichen Zeiten je-
RM1 RM2 RM3 c / µmol · L−1
YF1-WT 7µL - - 2
YF1-C62G - 7µL 7µL 2
FixJ 28.7µL 28.7µL 28.7µL 50
RP 24.3µL 24.3µL 24.3µLa -
[γ-33P]ATP/MgCl2 10µL 10µL 10µL 629 (≡ 7.7µCi)
aZuvor wurde Methylmercaptan eingeleitet bis der Puffer einen Braunton angenommen hatte.
Tab. 5.1.: Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsmischungen. RM = Reaktionsmischung;
RP = Reaktionspuffer.
weils 10µL entnommen und mit 10µL Stoppuffer (0.5 M Tris/HCl (pH 6.8), 0.2 M NaCl,
40 mM EDTA, 30 % (v/v) Glycerin, 4 % (v/v) SDS, 2 % (v/v) β-Mercaptoethanol) ge-
mischt, um die Phosphorylierungsreaktion durch Denaturierung der Proteine zu stop-
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pen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte dann u¨ber Sodium Dodecyl Sulfate-Poly-
Acrylamid Gel Electrophorecis (SDS-PAGE) (Gele mit 15 % Polyacrylamid). Die Gele
wurden u¨ber Nacht getrocknet und anschließend u¨ber Nacht auf einen multisensitiven
Phosphorschirm gelegt (Perkin Elmer, 192×125 mm). Die Visualisierung und Quanti-
fizierung der radioaktiven Proteine erfolgte mit einem Cyclone Plus Phosphorimager
(Perkin Elmer). Die Phosphorylierungsreaktionen wurden einmal unter rotem Licht (ab-
gedunkelter Raum wurde mit einer mit Rote-LED Alu Lichtleiste (λmax > 620 nm)
beleuchtet) und ein weiteres Mal unter blauem Licht (beleuchteter Raum und auf die
Reaktionsmischung leuchtete eine blaue LED (Conrad, Luxeon III Emitter LXHL-PBO9,
150 mW bei 460 nm)) durchgefu¨hrt.
5.3. Ergebnisse und Diskussion
5.3.1. Bildung und Zerfall des Methylthiolyladdukts im System
YF1-C62G mit Methylthiol
Es wurden UV/Vis-Spektren des YF1-C62G in einem mit Methylthiol gesa¨ttigten Puf-
fer (10 mM Tris-HCl bei pH = 7.0 und 10 mM NaCl) vor und nach der Belichtung mit
blauem Licht aufgenommen. Abbildung 5.3 zeigt deutlich ein Einbleichen der Grund-
zustandsbande bei λ = 450 nm (Schwarze Linie) und ein Anwachsen der Extinktion
bei λ = 390 nm (Blaue Linie) unmittelbar nach der Belichtung mit einem Blaulicht-
puls von 0.5 s bei 450 nm. Die gebildete Spezies mit dem Maximum bei 390 nm wird
dem Methylthiol-FMN-Adduktin Protein zu geschrieben. Die Grundzustandsbande wa¨chst
dann im Dunkeln mit einer Lebensdauer von 108 min unter Erhalt der vier isosbestischen
Punkte bei 409.5 nm, 385.5 nm, 331.5 nm und 288.5 nm wieder heraus. Daraus la¨sst sich
folgern, dass eine Adduktbildung zwischen dem Methylthiol und dem FMN am Kohlen-
stoffatom C(4a) innerhalb der LOV-Doma¨ne in YF1-C62G ebenfalls mo¨glich ist, wie es
fu¨r die LOV1-C57G-Doma¨ne aus C.r. bereits gezeigt wurde [Lan+10].
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Abb. 5.3.: Photochemische Bildung und thermischer Zerfall des Methylthiol-Addukts am
C(4a) vom FMN in YF1-C62G. (A) Spektrensequenz: Blaues Spektrum ist unmittelbar
nach der Anregung mit zwei blauen LEDs bei maximaler Leistung fu¨r 0.5 s (λmax = 450 nm)
aufgenommen worden. Dieses zeigt ein Maximum bei 390 nm, und wird dem Methylthiol-
FMN-Adduktin Protein zu geschrieben. Die grauen Spektren zeigen den thermischen Zer-
fall Methylthiol-FMN-Adduktin Protein in den YF1-C62G Dunkelzustand. (B) Zeitverlauf:
Schwarze Kreise zeigen den zeitabha¨ngigen Verlauf der Extinktion bei λ = 475 nm. Rote Linie
zeigt den monoexponentiellen Fit mit einer Lebensdauer von τ = 108 min.
5.3.2. Phosphorylierungstest der Systeme YF1-WT, YF1-C62G und
YF1-C62G + MeSH
Zu Beginn wurde die Reinheit und tatsa¨chliche molekulare Masse der einzelnen Proben
u¨ber eine SDS-PAGE u¨berpru¨ft (siehe Abbildung 5.4 (A)). Die Bahn, auf der das FixJ
aufgetragen wurde, zeigt eine intensive Bande bei der fu¨r das FixJ zu erwartenden mole-
kularen Masse von etwa 22 kDa. Es sind neben der Hauptbande des FixJ weitere nieder-
molekulare Banden im Bereich von etwa 15 kDa zu erkennen. Diese sind jedoch deutlich
schwa¨cher als die Hauptbande und sto¨ren nicht bei den weiteren Experimenten. Die
Kinaseproteine YF1-WT wie auch YF1-C62G zeigen jeweils eine Hauptbande bei der zu
erwartenden molekularen Masse von etwa 42 kDa. Ansonsten sind sie nur geringfu¨gig mit
ho¨hermolekularen Proteinen verunreinigt. Die Messreihe mit YF1-WT ohne Belichtung
zeigte mit ansteigender Reaktionszeit eine deutliche Zunahme des Phosphorylierungsgra-
des der FixJ-Doma¨ne. Dieses ist ein deutlicher Aktivita¨tsnachweis des Fusionsproteins
YF1-WT im Dunkeln (siehe Abbildung 5.4 (B) linke Ha¨lfte). Wurde dieses Experiment
erneut durchgefu¨hrt, nun jedoch unter Belichtung, war kein 33P-Signal mehr von der
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Abb. 5.4.: Ergebnisse der Phosphorylierungstests der Systeme YF1-WT, YF1-C62G und
YF1-C62G/MeSH (Methylthiol). (A): SDS-PAGE aller Proben. In den Bahnen, in denen die
Proben gemischt aufgetragen wurden, wurden die entsprechenden Mengen wie im Phosphory-
lierungstest eingesetzt. (B)-(D): Phosphorylierungsnachweise: Die Reaktionen wurden durch
Zugabe von [γ-33P]ATP/MgCl2 gestartet. Bei der angezeigten Zeit wurden jeweils 10µL der
Reaktionsmischung entnommen und abgestoppt. Die Proben wurden auf einem SDS-Gel auf-
getrennt und das an FixJ gebundene Phosphat wurde u¨ber einen Phosphorimager detektiert.
(E): Integrale Intensita¨t der einzelnen Banden normiert auf die jeweils intensivste Bande einer
Messreihe.
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FixJ-Doma¨ne zu erkennen (siehe Abbildung 5.4 (B) rechte Ha¨lfte). Dies zeigt, dass
eine vollsta¨ndige Inhibierung der Kinaseaktivita¨t durch LOV-Doma¨nen im Signalzu-
stand stattgefunden hat. Dies besta¨tigt die Resultate fu¨r den Wildtypen aus der Arbeit
von [MAM09]. U¨berraschend ist jedoch die Tatsache, dass die Inhibierung vollsta¨ndig
ist, da anfa¨nglich die Beladung an FMN zu 73 % abgescha¨tzt wurde. Man ha¨tte demnach
eine Aktivita¨t von nicht beladenem YF1-WT trotz Belichtung erwarten mu¨ssen. Es gibt
zwei plausible Erkla¨rungsmo¨glichkeiten fu¨r die vollsta¨ndige Inhibierung. Wird zum einen
die Abscha¨tzung einer 73 %-igen Beladung als korrekt angesehen, so mu¨ssen die nicht
beladenen Proteine grundsa¨tzlich inaktiv sein. Die nicht beladene LOV-Doma¨ne mu¨sste
demnach einen strukturellen Einfluss auf die C-termianle Effektordoma¨ne haben, so dass
eine vollsta¨ndige Deaktivierung der Katalyseaktivita¨t die Folge ist. Beru¨cksichtigt man
zum anderen die geringfu¨gige Verunreinigung mit ho¨hermolekularen Proteinen (siehe
Abbildung 5.4 (A)) scheint eine Unterscha¨tzung der Beladung durchaus denkbar. Die
gleichen Aussagen bezu¨glich der Beladung gelten auch fu¨r die YF1-C62G Mutante.
In der Messreihe mit der Mutanten ergab sich ein anderes Bild. Im Dunkeln zeigte
sich zwar wie beim Wildtyp ein Ansteigen des Phosphorylierungsgrades mit zunehmen-
der Reaktionszeit, jedoch wurde die Aktivierung unter belichteten Bedingungen diesmal
nicht inhibiert (siehe Abbildung 5.4 (C)). Es scheint sogar, als ob unter Blaulicht die
Mutante YF1-C62G aktiver ist, wie man es an den Intensita¨ten der einzelnen Banden
erkennen kann (siehe Abbildung 5.4 (E)). Dennoch zeigt dieses Ergebnis, dass durch die
Mutation des fu¨r die Bildung des Signalzustands essentiellen Cysteins eine Inhibierung
nicht mehr stattfindet.
Die Messreihe mit der Mutante YF1-C62G wurde in Gegenwart von Methylthiol wie-
derholt. Dazu wurde der Reaktionspuffer zuvor mit Methylthiol bis zur Braunfa¨rbung
durchstro¨mt. Auch hier zeigte sich in Dunkelheit eine Zunahme des Phosphorylierungs-
grades mit der Reaktionszeit. Wurde diese Messreihe unter Blaulicht wiederholt, so dass
sich ein Addukt zwischen dem Methylthiol und dem C(4a) des FMN ausbildete (siehe
Abbildung 5.3), wurde weiterhin Aktivita¨t des Kinaseproteins detektiert. Der Phos-
phorylierungsgrad scheint unter Blaulicht im Vergleich zur Situation im Dunkeln leicht
reduziert zu sein.
Bei allen Messreihen muss ein relativ großer Fehler beim Pipettieren des kleinen Vo-
lumens an radioaktiven ATP eingera¨umt werden. Gemessen an den Ergebnissen fu¨r die
Mutante YF1-C62G, die im Dunkeln wie unter Blaulicht die gleiche Aktivita¨t aufweisen
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sollte, la¨sst sich ein Fehler von etwa 15 % bezogen auf das maximale Signal abscha¨tzen.
Beru¨cksichtigt man diesen Fehler ist keinerlei Blaulicht induzierter Effekt auf die Akti-
vita¨t im System YF1-C62G und Methylthiol zu erkennen. Trotz Ausbildung eines Ad-
dukts erfolgt demnach keine signifikante Weiterleitung eines Signal, das die Effektor-
doma¨ne inaktiviert. Daraus la¨sst sich folgern, dass nicht die Ausbildung eines Addukts
essentiell fu¨r die Signalweiterleitung ist, sondern vielmehr der durch die Adduktbildung
resultierende mechanische Zug.
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6. Der Photozyklus eines Rhodopsins
aus der Gru¨nalge Acetabularia
acetabulum
Die wissenschaftliche Arbeit, von der in diesem Kapitel berichtet wird, ist ein Koope-
rationsprojekt mit Herrn Dr. Jo¨rg Tittor vom Max Planck Institut fu¨r Biochemie in
Martinsried. Die expremierten und aufgereinigten Proben wurden mir freundlicherweise
fu¨r spektroskopische Untersuchungen bereit gestellt.
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6.1. Einleitung
In allen drei Doma¨nen des Lebens (Archaea, Bacteria und Eucaria) kommen Retinalpro-
teine vor. Diese werden Rhodopsine genannt und werden entsprechend ihrer elektrischen
Eigenschaften in drei unterschiedliche Klassen unterteilt [Tsu+06]:
i) elektrisch neutrale Rhodopsine, welche sowohl als Rezeptor im Sehprozess von Tie-
ren als auch als Sensoren fu¨r die Phototaxis in Prokaryoten oder Archaea fungie-
ren [GL03; SL02],
ii) licht-getriebene Ionenpumpen fu¨r Protonen und Chloride, welche eine retinal-ab-
ha¨ngige Form der Photosynthese darstellen [Ess02; Lan06; Spu06] und
iii) Kanalrhodopsine aus phototaktischen Algen, welche einen passiven licht-getriebe-
nen Fluss von Protonen und anderen Kationen durch die Zellmembran steuern
[Kat+04].
Brown und Jung konnten zwei neue Rhodopsinprotein kodierende Gene in der Gru¨nalge
Acetabularia acetabulum (A.a.) identifizieren, welche sie 2006 unter den Namen Acerho-
dopsin1 (AR1) und Acerhodopsin2 (AR2) vero¨ffentlichten [BJ06]. Diese Proteine weisen
eine ho¨here A¨hnlichkeit zum Bacteriorhodopsin (BR) auf als andere Retinalproteine aus
Algen. Fu¨r AR1 wurde bereits Aktivita¨t der Protonen-Translokation mittels elektrophy-
siologischen Experimenten nach funktionaler Expression in Xenopus Oocyte [Tsu+06]
gezeigt. Mit AR1 ist somit zum ersten mal ein Ionen-transportierendes Retinalprotein
in einem eukaryotischen Organismus entdeckt worden. Es besitzt zudem die Fa¨higkeit
Photosynthese u¨ber Chlorophyll zu betreiben. Aus diesem Grund ist es sehr interessant
das AR1 in seinen biochemischen und auch biophysikalischen Eigenschaften na¨her zu
untersuchen.
6.1.1. Photozyklus von Bacteriorhodopsin
Der Organismus Halobacterium salinarium (H.s.) zeigt fakultative Autotrophie. Dies
bedeutet, dass unter zunehmend anoxischen (Sauerstoff arm) Bedingungen der hete-
rotrophe Hauptstoffwechselweg der oxidativen Phosphorylierung zum Erliegen kommt,
und dass die Synthese des integralen Membranproteins BR induziert wird [OT89]. Das
BR wird in bestimmte als Purpurmembran bezeichnete Areale der Zellmembran einge-
baut, wo es mittels absorbierter Lichtenergie einen Protonenkonzentrationsgradienten
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zwischen dem Zellinneren und -a¨ußeren u¨ber die Membran aufbaut. Dieser wird dann
zur Gewinnung und Speicherung von Energie in Form von ATP u¨ber die ATP-Synthase
genutzt. Somit stellt das BR als lichtgetriebene Protonenpumpe ein Bestandteil eines
einfachen Photosynthesesystems dar.
Das Halobacterium salinarium ist ein Prokaryont, der der Ordnung extrem halophi-
ler Archaebakterien zugeordnet wird. Es besitzt eine sta¨bchenfo¨rmige Gestalt (La¨nge:
∼ 5µm; Breite: ∼ 0.5µm) mit vier Flagellen. Es kommt ausschließlich in Gebieten
mit geringe Sauerstoffkonzentration und hoher Lichtintensita¨t vor. Sehr wichtig fu¨r die
U¨berlebensfa¨higkeit ist ebenso ein starker osmotischer Stress. Dieser wird durch ei-
ne außerordentlich hohe Konzentration an Natriumchlorid (etwa 250 g pro Liter, was
mehr als das Siebenfache der Salzkonzentration im Meerwasser entspricht) hervorgeru-
fen. H.s. ist bei einer Salzkonzentration unterhalb von drei Mol pro Liter nicht mehr
lebensfa¨hig [Sto76].
Der Photozyklus der Rhodopsine wird durch Lichtabsorption initiiert. Wa¨hrend dieses
Zyklus wird ein Proton aus dem Zellinneren nach außen transportiert. Der vollsta¨ndig im
Dunkeln adaptierte Grundzustand des BR besteht aus einem Gleichgewicht zwischen den
zwei Retinal-Konfigurationen ,,all-trans” (B568) und ,,13,14-dicis” (B548) im Verha¨ltnis 1
zu 1. Nach Belichtung geht das Gleichgewicht vollsta¨ndig in den Grundzustand B568 u¨ber.
Das im Dunkeln adaptierte Gleichgewicht stellt sich dann erst binnen einigen Minuten
wieder ein. Der eigentliche Photozyklus startet aus dem ,,all-trans” Zustand B568 heraus
und resultiert zu Beginn in einer Konfigurationsa¨nderung nach 13-cis [SB82; Tsu+80].
Ausgehend von dieser photoinduzierten Isomerisierungsreaktion des Retinals folgt ei-
ne Serie von konformellen A¨nderungen. Die jeweiligen gebildeten Konformere besitzen
alle spektral unterschiedliche Eigenschaften im sichtbaren Spektralbereich, was sich in
unterschiedlichen Lagen der Absorptionsmaxima a¨ußert. Die nach einander gebildeten
Intermediate werden der Reihe nach mit J, K, L, M, N und O bezeichnet [LBS75]. In
Abbildung 6.1 ist der Photozyklus des BR in vereinfachter Form dargestellt. Aus ei-
ner Vielzahl an biochemischen und spektroskopischen Untersuchungen an BR-Mutanten
ging hervor, dass beim Austausch bestimmter Residuen die Reaktionskinetik teilweise
enorm vera¨ndert wird. Demnach kann bestimmten Residuen bei der Protonenleitung
eine Schlu¨sselfunktion zugesprochen werden. Andererseits ist mit Ausnahme des Lysins,
das fu¨r die Bindung des Retinals u¨ber eine Schiff’sche Base verantwortlich ist, keine
der identifizierten Aminosa¨uren fu¨r die Funktionsfa¨higkeit der Protonenpumpe essenti-
138 Der Photozyklus von Acetabulariarhodopsin1
ell [Lan97; Sub+99]. Im Grundzustand ist die Schiff’sche Base, welche die zentrale Pro-
tonenbindestelle darstellt, protoniert. Beim U¨bergang vom L550- zum M
EC
410-Intermediat
wird dann ein Protonentransfer von der Schiff’schen Base zu seinem Gegenion Asp-85
beobachtet [Ger+89; GSH90]. Wa¨hrend dieses Schrittes ist zudem eine pH-abha¨ngige
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Abb. 6.1.: Schematische Darstellung des Photozyklus von Bacteriorhodopsin nach [HSG93;
Lan06]. Die Indices sowie die Farbgebung der Intermediate geben die Lage der Absorbtions-
maxima in nm wider.
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Abgabe eines Protons aus der Region um Glu-194 und Glu-204 an die extrazellula¨re
Oberfla¨che entdeckt worden [Ric+96; Ram+98]. Bei einem pH-Wert oberhalb von 5.8
wird das Proton binnen 1 ms in den extrazellula¨re Bereich abgegeben [HD92; Zim+92;
Heb+94; Ale+95], wa¨hrend die Abgabe bei einem pH-Wert unterhalb von 5.8 erst beim
Schritt von O640 nach BR568 stattfindet [Ram+98]. Die Reprotonierung der Schiff’schen
Base erfolgt nach einer vorangehenden Umorientierung von MEC410 nach M
CP
410 innerhalb
der Reaktion von MCP410 nach N560 durch das Asp-96 [Ott+89; Ger+89]. Das Asp-96 ist
in der cytoplasmatischen Proteinfla¨che lokalisiert und wird im darauf folgenden Reakti-
onsschritt von N560 nach O640 aus dem Cytosol heraus reprotoniert [GSH90]. Der letzte
Schritt im Photozyklus von O640 nach B568 umfasst eine thermische Reisomerisierung des
Retinals in seine ,,all-trans” Ausgangskonfiguration vor [Smi+83], wa¨hrend das Asp-85
erneut deprotoniert wird. Bei Raumtemperatur ist der Zyklus nach etwa 10 ms beendet.
6.2. Resultate
Im folgenden wird nach einer kurzen Diskussion einer Multiple Sequence Alignment
(MSA) Analyse ausfu¨hrlich von den in dieser Arbeit durchgefu¨hrten zeitaufgelo¨sten Ab-
sorptionsmessungen an Acerhodopsin1 berichtet. Basierend auf diesen Daten wird ein
Modell fu¨r den Photozyklus vorgestellt und diskutiert.
6.2.1. Multiple Sequence Alignment
MSAs ermo¨glichen es zwei oder mehrere Proteinsequenzen in ihrer Homologie zueinan-
der zu untersuchen [WBH05]. Konservierte Sequenzbereiche mit verschiedenen bereits
bekannten Proteinen, die aus einem Sequenzvergleich resultieren, bieten es, Schlussfol-
gerungen u¨ber die Tertia¨r- und Sekunda¨r-Struktur sowie der Funktionsweise einer neuen
Proteinsequenz zu ziehen. In Abbildung 6.2 ist ein auf den Serverprogrammen Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) und Constraint-based Multiple Alignment Tool
(COBALT) [Alt+97; Alt+05] basierender Proteinsequenzvergleich von Acerhodopsin1
aus Acetabularia acetabulum (AA-AR1, DQ074124), Sensorrhodopsin2 aus Natrono-
monas pharaonis (NP-SR2, P42196), Halorhodopsin aus Halobacterium salinarium
(HS-HR, CAB3786) und Bacteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium (HS-BR,
AAA72504) dargestellt. Es wurde somit ein Proteinvergleich mit dem prokaryotischen
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Prototyp einer Protonenpumpe BR, der Chloridpumpe HR und einem Sensorrhodopsin
SR2, das an der Phototaxis von Archaeen beteiligt ist, durchgefu¨hrt. Eine hohe Konser-
AA-AR1 1 M------SNPNPFQT-TLGTDAQ-------------WVVFAVMALAAIVF 30
NP-SR2 1 ----------------MVG------------LTTLFWLGAIGMLVGTLAF 22
HS-HR 1 ---MSITSVPGVVDAGVLGAQSAAAVRENALLSSSLWVNVALAGIAILVF 47
HS-BR -13 MLELLPTAVEGVSQAQITGRP----------EWIWLALGTALMGLGTLYF 27
*
AA-AR1 31 SIAVQ-FRPLPLRLTYYVNIAICTIAATAYYAMAVNGGDNKPTAGTG--- 76
NP-SR2 23 AWAGRDAGSGERR-YYVTLVGISGIAAVAYVVMALGVGWVPVAER----- 66
HS-HR 48 VYMGRTIRPGRPRLIWGATLMIPLVSISSYLGLLSGLTVGMIEMPAGHAL 97
HS-BR 28 LVKGMGVSDPDAKKFYAITTLVPAIAFTMYLSMLLGYGLTMVPFG----- 72
* * * *
AA-AR1 77 -ADERQVIYARYIDWVFTTPLLLLDLVLLTNMPATMIAWIMGADIAMIAF 125
NP-SR2 67 -----TVFAPRYIDWILTTPLIVYFLGLLAGLDSREFGIVITLNTVVMLA 111
HS-HR 98 AGEMVRSQWGRYLTWALSTPMILLALGLLADVDLGSLFTVIAADIGMCVT 147
HS-BR 73 -GEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADQGTILALVGADGIMIGT 121
* * * * * *
AA-AR1 126 GIIGAFT--VGSYKWFYFVVGCIMLAVLAWGMINPIFKEELQKHKEYTGA 173
NP-SR2 112 GFAGAMV--PGIERYALFGMGAVAFLGLVYYLVGPMTESASQRSSGIKSL 159
HS-HR 148 GLAAAMTTSALLFRWAFYAISCAFFVVVLSALVTDWAASASSA--GTAEI 195
HS-BR 122 GLVGALT-KVYSYRFVWWAISTAAMLYILYVLFFGFTSKAESMRPEVAST 170
AA-AR1 174 YTTLLIYLIVLWVIYPIVWGLG-AGGHIIG-VDVEIIAMGVLDLLAKPLY 221
NP-SR2 160 YVRLRNLTVILWAIYPFIWLLGPPGVALLT-PTVDVALIVYLDLVTKVGF 208
HS-HR 196 FDTLRVLTVVLWLGYPIVWAVGVEGLALVQSVGVTSWAYSVLDVFAKYVF 245
HS-BR 171 FKVLRNVTVVLWSAYPVVWLIGSEGAGIVP-LNIETLLFMVLDVSAKVGF 219
* * * * * *
]
*
AA-AR1 222 AIGVLITVEVVYGKVGQGGSLAFDCLKILKWWKLLWFQLVSIHFSLCVCR 271
NP-SR2 209 GF-IALDAAATL-RAEHGESLAGVDTDAPAVAD----------------- 239
HS-HR 246 AF-ILLRWVANNERTVAV---AGQTLGTMSSDD----------------- 274
HS-BR 220 GL-ILLRSRAIFGEAEAPEPSAGD--GAAATSD----------------- 249
Abb. 6.2.: Proteinsequenzvergleich von AR1 aus Acetabularia acetabulum (AA-AR1,
DQ074124), SR2 aus Natronomonas pharaonis (NP-SR2, P42196), HR aus Halobacterium
salinarium (HS-HR, CAB37866) und Bacteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium (HS-
BR, AAA72504) basierend auf BLAST und COBALT [Alt+97; Alt+05]. *: Aminosa¨uren, die
zu dem H+-leitenden Netzwerk in BR beitragen laut [Lue+99a]. X: Aminosa¨urepositionen, die
in mindestens zwei Sequenzen gleich sind. X: Aminosa¨urepositionen, die in allen Sequenzen
gleich sind. ]: Position des Retinal-bindenden Lysins. X: 7 Transmembran-Helices des Core-
Proteins von BR.
vierung der Aminosa¨uren innerhalb der Sequenzen la¨sst sich global nicht finden (siehe
Tabelle 6.1). Jedoch lassen sich lokal stark konservierte Bereiche finden. Somit weisen alle
Rhodopsine eine hohe A¨hnlichkeit in ihrer Sequenz abgesehen von den N- und C-Termini
6.2 Resultate 141
auf. Aus Abbildung 6.2 geht hervor, dass das Lysin-218 die Retinal-Bindungsstelle in
Protein Identita¨t / % A¨hnlichkeit / %
BR 31 55
HR 26 46
SR2 32 48
Tab. 6.1.: Proteinsequenzvergleich von AR1 aus Acetabularia acetabulum (AA-AR1,
DQ074124) mit SR2 aus Natronomonas pharaonis (NP-SR2, P42196), HR aus Halobacterium
salinarium (HS-HR, CAB37866) und BR aus Halobacterium salinarium (HS-BR, AAA72504)
basierend auf BLAST [Alt+97; Alt+05]. Dargestellt sind die prozentualen Identita¨ten und
A¨hnlichkeiten mit AR1.
AR1 darstellt. Man konnte in BR zeigen, dass das Aspartat-85 fu¨r die Ionenselektivita¨t
in archaellen Rhodopsinen verantwortlich ist und somit ausschließlich in Protonen trans-
lozierenden Rhodopsinen konserviert vorliegt [Lue+99a]. An entsprechender Position 89
in AR1 ist ebenfalls ein Aspartat konserviert vorhanden, wa¨hrend die Chloridpumpe
HR an entsprechender Stelle 111 ein Threonin aufweist [RO97]. Fu¨r BR konnte auch
gezeigt werden, dass durch Mutation des Aspartat-85 in ein Threonin das BR in eine
Chloridpumpe umgewandelt wurde [Sas+95]. Daraus kann gefolgert werden, dass es sich
bei AR1 auch um ein Protonen translozierendes Rhodopsin handelt.
Als Protonendonor bei der Reprotonierung der Schiff’schen Base zwischen Lysin-216
und dem Retinal in BR wurde das Aspartat-96 identifiziert [Lue+99b]. Auch dieses
Aspartat ist in AR1 an der entsprechenden Stelle 100 konserviert, was ebenfalls dar-
auf schließen la¨sst, dass es sich beim AR1 um eine Protonenpumpe handelt. Unsere
Kooperationspartner am Max Planck Institut konnten mit Hilfe von Transportakti-
vita¨tsmessungen in der Tat zeigen, dass es sich bei AR1 tatsa¨chlich um eine Proto-
nenpumpe handelt.
6.2.2. Photozyklus von Acetabularia
Fu¨r sieben pH-Werte im Bereich von 4 bis 10 wurden Messungen der 2D-transienten
Absorption in den vier Zeitfenstern 20µs, 200µs, 500µs, und 5 ms durchgefu¨hrt. In Ab-
bildung 6.3 sind exemplarisch die Datensa¨tze fu¨r das 5 ms Fenster bei pH = 4 und pH =
7 in einer Falschfarbendarstellung dargestellt. In den Datensa¨tzen fu¨r pH = 4 (A) und
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Abb. 6.3.: Falschfarbendarstellung der 2D-transienten Absorptionsdaten im 5 ms Zeitfenster
fu¨r pH = 4 (A) und pH = 7 (B). Die Teilabbildungen (C) und (D) zeigen Zeitschnitte der
entsprechenden Datenmatrix fu¨r die spektralen Bereiche um 400, 500, und 600 nm.
pH = 7 (B) ist jeweils ein Ausbleichen des AR1 bei 520 nm (negatives Signal, blauer
Farbton) und eine transiente Absorption bei etwa 385 nm und 595 nm (positives Signal,
roter Farbton) zu erkennen. Entsprechende Zeitschnitte bei etwa 385 nm, 485 nm und
595 nm sind jeweils unterhalb der Datenmatrizen dargestellt. Als erstes fa¨llt auf, dass
die transiente Absorption bei etwa 385 nm bei pH = 4 viel schneller zerfa¨llt als bei pH
= 7. Das Signal ist innerhalb von 500µs in der Grundlinie verschwunden, wa¨chst dann
allerdings nach etwa 4.5 ms auf eine sehr kleine Amplitude erneut an. Simultan mit dem
Zerfall der Bande bei 385 nm ist die transiente Absorption bei etwa 595 nm auf eine
hohe Amplitude angewachsen, die dann bis hin zu 4.5 ms weiter langsam anwa¨chst. Bei
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pH = 7 hingegen nimmt die Bande bei 385 nm binnen 500µs nur leicht ab und bleibt
dann auf einer konstant hohen Amplitude. Die Bande bei etwa 595 nm scheint dabei
auch bereits mit der Anregung entstanden zu sein, allerdings in diesem Fall nur zu ei-
nem viel kleineren Anteil, welcher dann innerhalb des Zeitfensters von 4.5 ms nur sehr
wenig abnimmt. Es scheint also, dass bei pH = 7 sowohl die Spezies bei 385 nm als auch
die bei 595 nm beide nebeneinander zumindest bis hin zu 4.5 ms koexistieren. In Abbil-
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Abb. 6.4.: Zeitschnitte im 500µs Zeitfenster bei 385 nm (A), 485 nm (B) und 585 nm (C).
Die Farbenkodierung zeigt die pH-Werte: schwarz ≡ pH = 4, rot ≡ pH = 6, gru¨n ≡ pH = 7,
blau ≡ pH = 8.
dung 6.4 werden Zeitprofile fu¨r verschiedene pH-Werte miteinander verglichen, die in
einem 500µs-Fenster gemessen wurden. In Teilabbildung 6.4 (A) ist zu erkennen, dass
die transiente Absorption bei 385 nm innerhalb ∼ 30µs auf ein Maximum anwa¨chst.
Bei pH = 4 (schwarze Punkte) fa¨llt dieses Signal innerhalb der na¨chsten 400µs wieder
ab. Mit steigendem pH-Wert wird dieser Zerfall stets langsamer. Weiter ist zu erken-
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nen, dass bei pH = 7 (gru¨ne Punkte) die Amplitude des Signals deutlich gro¨ßer ist als
bei pH = 6 (rote Punkte) und pH = 8 (blaue Punkte). Hier ist zu betonen, dass die
optische Dichte der Probe und die Laserintensita¨t bei allen Experimenten a¨hnlich war.
Der pH-Wert abha¨ngige Verlauf der Signalamplituden deutet somit darauf hin, dass
die Quantenausbeute des Photozykluses sein Maximum im neutralen pH-Bereich auf-
weist. In Teilabbildung 6.4 (B) sind nun die Zeitschnitte bei 485 nm mit der gleichen
Farbkodierung fu¨r die jeweiligen pH-Werte dargestellt. Der Hauptbeitrag dieses Signals
ru¨hrt von der Ru¨ckkehr des Grundzustands her. Wie weiter unten bei der detaillierte-
ren Auswertung mit Annahme eines Modells gezeigt werden wird, besitzen jedoch auch
zwei weitere Intermediate eine merkliche Absorption bei dieser Wellenla¨nge. Diesen Zeit-
schnitten kann ferner entnommen werden, dass die Relaxation des Systems bei sauren
pH-Werten (pH = 4 oder 6) deutlich schneller erfolgt als im neutralen bis alkalischen
Bereich. Die Dynamik der transienten Absorption bei 585 nm ist bemerkenswert. Bei
allen pH-Werten wird zuna¨chst eine Spezies schnell gebildet, welche dann innerhalb der
ersten 50µs fast vollsta¨ndig wieder zerfa¨llt. Unter sauren Bedingungen (pH = 4 oder
6) steigt das Signal aber erneut an, was auf die Bildung eines neuen Intermediates mit
Absorption in diesem Spektralbereich schließen la¨sst. Bei neutralen und alkalischen pH-
Wert verla¨uft die transiente Absorption jedoch nicht durch ein Minimum, sondern fa¨llt
weiter ab bis auf ein in diesem Zeitfenster konstantes Niveau. Dieses Verhalten deutet
auf einen nicht vollsta¨ndigen Zerfall des ersten Intermediates in ein Gleichgewicht mit
dem spa¨teren Intermediat hin, welches ebenfalls bei ∼600 nm absorbiert. Da alle auf-
tretenden Intermediate bei pH = 4 zeitlich besser voneinander separiert sind, wurden
zuerst diese Datensa¨tze mit dem Ziel einer Identifikation der beteiligten Speziesspektren
analysiert. In Abbildung 6.5 (A) ist exemplarisch ein Datensatz dargestellt, der bei pH
= 4 im 500µs Zeitfenster gemessen wurde. Ein globaler Fit von Exponentialfunktionen
an alle vier Datensa¨tze bei pH = 4 ergab drei Zeitkonstanten mit t1 = 8µs, t2 = 230µs,
und t3 > 25 ms. Die dritte Zeitkonstante ist deutlich gro¨ßer als das gro¨ßte Zeitfenster,
das mit der SC erfasst werden kann. Aus diesem Grund wurden weitere Messungen mit
konventioneller Blitzlichtphotolyse durchgefu¨hrt (siehe Abschnitt 2.1.5), um den Zer-
fall bis hin zu 1 s zu verfolgen. Der Abbildung 6.6 sind die Daten der konventionellen
Blitzlichtphotolyse zu entnehmen. Die Zerfallsdynamik des langsamsten Schritts zeigte
ein bi-exponentielles Verhalten mit Zeitkonstanten von 24 ms und 140 ms. Der Wech-
sel zu pH = 7.0 resultierte in einer Verlangsamung der bi-exponentiellen Dynamik im
ms-Bereich um eine Faktor von etwa 2 in beiden Lebensdauern auf 77 ms und 292 ms.
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Abb. 6.5.: (A) Falschfarbendarstellung der 2D-transienten Absorptionsdaten fu¨r pH = 4 in
einem 500µs Zeitfenster. (B) Aus der globalen Analyse resultierende DADS mit den entspre-
chenden drei Zeitkonstanten τ1 = 8µs, τ2 = 230µs und τ3 > 25 ms.
Die drei DADS D1, D2 und D3 zu den entsprechenden drei Zerfallszeiten, die aus dem
500µs Datensatz generiert wurden, sind in Abbildung 6.5 (B) dargestellt. Da sich die
drei Zeitkonstanten um einen Faktor von mehr als 25 von einander unterscheiden, tragen
in jedem einzelnen DADS nur diejenigen Speziesspektren bei, die am jeweiligen Reakti-
onsschritt entweder als Edukt oder als Produkt beteiligt sind. Demzufolge mu¨ssen bei
drei erhaltenen Zeitkonstanten auch mindestens drei Intermediate A, B und C beteiligt
sein. Basierend auf den experimentellen Befunden wird das in Abbildung 6.7 dargestellte
Modell favorisiert und im Folgenden diskutiert. In dieses Modell wird die Mo¨glichkeit
eingera¨umt, das die Reaktionsschritte von A nach B und von B nach C reversible sind.
Das Gleichgewicht zwischen den Spezies A und B baut sich mit der Ratenkonstanten k1
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Abb. 6.6.: Ergebnisse der transienten Absorptionsmessungen bei fester Wellenla¨nge im 200 ms
und 1 s Bereich an AR1: (A) λ = 525 nm fu¨r pH = 4.0 und 7.0 im 200 ms Messfenster. (B)
λ = 600 nm fu¨r pH = 4.0 und 7.0 im 200 ms Messfenster. (C) λ = 600 nm und λ = 525 nm fu¨r
pH = 7.0 im 1 s Messfenster. (D) Das Ergebnis eines multi-exponentielles globalen Fits (rote
Kurven) fu¨r die Datensa¨tze beim entsprechenden pH-Wert.
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Abb. 6.7.: Reaktionsschema fu¨r die Diskussion des Photozyklus.
auf, wobei αk1 und βk1 die entsprechenden Ratenkonstanten fu¨r die jeweilige Hin- und
Ru¨ckreaktion darstellen. Dabei gilt α + β = 1. In entsprechender Weise sind dann δk2
und γk2 die Ratenkonstanten fu¨r die Hin- und Ru¨ckreaktion zwischen B und C, mit der
entsprechenden Nebenbedingung δ+ γ = 1. In diesem Modell stehen die drei DADS mit
den Speziesspektren SJ u¨ber folgende Gleichungen in Verbindung
D1 = β(SA − SB) (6.1)
D2 = δ(αSA + βSB − SC) (6.2)
D3 = γ(αSA + βSB) + δSC − xSG, (6.3)
wobei x einen unbekannten Anteil der Grundzustandspopulation darstellt, der in das
Intermediat A angeregt wird, und SG das Dunkelspektrum des Moleku¨ls symbolisiert.
Die Speziesspektren ko¨nnen nun aus den DADS u¨ber folgende Beziehungen berechnet
werden:
SA = D1 +D2 +D3 + xSG (6.4)
SB = SA − D1
β
(6.5)
SC = SA −D1 − D2
δ
(6.6)
Die drei unbekannten x, α und β werden nun so bestimmt, dass alle Speziesspektren
bei allen Wellenla¨ngen positiv sind und jedes einzelne Speziesspektrum nur ein ausge-
pra¨gtes Maximum aufweist. Diese Bedingung konnte fu¨r β = 1 bei keinem pH-Wert
erfu¨llt werden. Fu¨r pH = 4 konnte ein vernu¨nftiges Spektrum der Spezies B mit einem
Maximum bei 386 nm mit β = 0.67 erhalten werden. Da sich das Gleichgewicht zwischen
Spezies A und B mit einer Lebensdauer von t1 = 8µs einstellt, ergeben sich fu¨r die Ra-
tenkonstanten fu¨r die jeweilige Hin- und Ru¨ckreaktion die Werte kAB = 8.3 · 104 s−1
und kBA = 4.2 · 104 s−1. Die Gleichgewichtskonstante betra¨gt dann c(B)c(A) = 2. Bei pH =
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4 konnte fu¨r die Spezies C ein vernu¨nftiges Spektrum unter der Vernachla¨ssigung der
Ru¨ckreaktion zu Spezies B, also mit δ = 1, erhalten werden. Die Ratenkonstante fu¨r
die Hinreaktion betra¨gt dabei kBC = 4.3 · 103 s−1. Die auf die oben geschilderte Weise
erhaltenen Speziesspektren fu¨r pH = 4 sind in Abbildung 6.8 (A) dargestellt. Bei pH =
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Abb. 6.8.: (A) Speziesspektren basierend auf der Analyse eines Datensatzes bei pH = 4. (B)
Speziesspektren basierend auf der Analyse eines Datensatzes bei pH = 7.
7 ist das erste Gleichgewicht mehr in Richtung von Spezies A verschoben, da β = 0.53
ist und die Gleichgewichtskonstante bei c(B)
c(A)
= 1 liegt. Nun liegt auch ein Gleichgewicht
zwischen Spezies B und C vor, da δ ≈ γ und somit c(C)
c(B)
≈ 1 angenommen werden musste,
um den Beitrag vom Spektrum der Spezies B vollsta¨ndig aus dem Ergebnis fu¨r Spezies
C zu entfernen. Zusa¨tzlich ist die Ratenkonstante mit kBC ≈ kCB ≈ 7.0 · 102 s−1 viel
kleiner geworden. Die berechneten Speziesspektren fu¨r pH = 7 sind in Abbildung 6.8
(B) dargestellt.
Die Spektren des Grundzustands und der Intermediate sind durch eine einzelne Ab-
sorptionsbande charakterisiert. Die jeweiligen Maxima bei pH = 4 liegen bei 520 nm
(G), 554 nm (A), 386 nm (B), und 534 nm (C). Bei pH = 7 sind die Spektren der Spe-
zies A (548 nm) und C (525 nm) etwas blauverschoben. Die Zeitkonstante des ersten
Intermediates ist durch Erho¨hung des pH-Wertes von 4 nach 10 kaum beeinflusst. Die
zweite Zeitkonstante hingegen wa¨chst deutlich von 230µs (pH 4) auf 750µs (pH 10)
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an. Aus diesem Befund kann man schließen, dass die Reaktion von B nach C einen
Protonierungsschritt umfasst. Des Weiteren ist noch festzuhalten, dass die spa¨tere Dy-
namik im ms-Bereich ebenfalls eine pH-Abha¨ngigkeit aufweist und somit einen weiteren
Protonierungsschritt im Photozyklus darstellt. Dieser konnte allerdings aufgrund der un-
zureichenden Menge an Protein nicht na¨her auf seine spektrale Signatur hin untersucht
werden. Die spa¨ten Intermediate mu¨ssen daher noch weiter untersucht werden, um den
kompletten Photozyklus zu charakterisieren.
6.3. Diskussion
Die photochemischen Eigenschaften des AR1 sind a¨hnlich denen des BR, zeigen jedoch
einige Unterschiede. Das Absorptionsmaximum des AR1 z.B. liegt bei 520 nm und ist
daher um 48 nm blauverschoben gegenu¨ber dem des BR. Eine so große Blauverschiebung
ist bisher noch nie fu¨r ein Protonen pumpendes Retinalprotein beobachtet worden und
sollte daher auf molekularer Basis erkla¨rt werden. Gru¨nde dafu¨r mo¨gen demnach entwe-
der ein entlang des konjugierten pi-Elektronensystems weniger verdrehter Chromophor,
oder eine vera¨nderte elektrostatische Mikroumgebung des Chromophors sein. Es bleibt
jedoch zu beachten, dass das exakte Absorptionsmaximum des AR1 in seiner natu¨rlichen
Umgebung, die Lipide der Acetabularia Membran, nicht bekannt ist. Ein weiterer Un-
terschied liegt im etwas kleineren Extinktionskoeffizienten im Absorptionsmaximum des
AR1 gegenu¨ber dem des BR, was ebenfalls auf unterschiedliche Wechselwirkungen zwi-
schen dem Retinal und dem Proteingeru¨st zuru¨ckzufu¨hren ist.
Der Photozyklus des AR1 kann analog zu dem des BR modelliert werden. Die Spezies
A aus dem Abschnitt 6.2.2 kann dem K-Intermediat des BR aufgrund seiner Rotverschie-
bung bezu¨glich des Grundzustandes und seines Auftretens vor 500 ns zugeordnet werden.
Dieses K-Intermediat wandelt sich mit einer Zeitkonstanten von 8µs in die mit B be-
zeichnete Spezies mit einem Absorptionsmaximum bei 386 nm um. Dieses Intermediat
kann dem M-Intermediat des BR zugeordnet werden. Im sehr gut untersuchten Photo-
zyklus des BR ist ein Protonierungsschritt bei der Reaktion vom M- zum N-Intermediat
beteiligt [Ott+89; Ger+89]. In Entsprechender Weise wird das Intermediat, das aus dem
Zerfall der M Spezies entsteht, der N-Form zugeordnet. Es zeigt sich bei dieser Konversi-
on, dass die M- und N-Formen sich bei neutralem bis alkalischen pH-Werten nach 1 ms im
Gleichgewicht befinden. Beide Intermediate zerfallen mit 192 ms in den Grundzustand.
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Weitere Intermediate im Zeitbereich von 10 ms bis hin zu 1.5 s wurden spektroskopisch
nicht beobachtet. Dies kann zum einen daran liegen, dass die Zeitkonstanten fu¨r das
Entstehen gleich oder kleiner ist als der Zerfall, oder aber, dass diese Intermediate dem
folgenden oder vorherigen spektroskopisch zu a¨hnlich sind. Es wird insbesondere kein
dem L-Zustand des BR entsprechendes Intermediat beobachtet.
Die Zusta¨nde K und M liegen im Gleichgewicht vor. Des Weiteren bilden die Zusta¨nde
M und N bei pH > 7 ein Gleichgewicht. Aufgrund dieser Beobachtungen kann der
Photozyklus bei pH = 7.0 als folgende Serie von Reaktionsschritten beschrieben werden:
AR1520
hν
GGGGGGA?GGGAK580
8µs
GGGGGGGBF GGM386
750µs
GGGGGGGGGGBF GGN540
192 ms
GGGGGGGGGGAAR1520, (6.7)
wobei die Entstehung des K-Zustands außerhalb der derzeitigen Zeitauflo¨sung liegt. Es
kann daher sein, dass innerhalb der Reaktionssequenz ein fru¨heres Intermediat existiert,
welches durch das ,,?” gekennzeichnet ist. Der Zerfall des N-Intermediats ist der limitie-
rende Schritt im Photozyklus und sollte daher die photostationa¨ren Eigenschaften des
AR1 unter Licht-gesa¨ttigten Bedingungen bestimmen. Im Vergleich zum BR sind alle
Reaktionsschritte im AR1 schneller, und das Spektrum der Dunkelform von AR1 ist
blauverschoben bezu¨glich des Spektrums von BR.
Mittlerweile wurden in genetischen Projekten unerwarteterweise Retinalproteine in
bakteriellen Organismen [GL03; Spu06] wie auch in niederen Eucaria [Spu+00; BJ06]
entdeckt. Die Untersuchung derartiger Retinalproteine aus neuen Zweigen der Evolu-
tion bietet immer die Mo¨glichkeit, neue Prinzipien der Funktionsweise zu entdecken
und somit das bisherige angeha¨ufte Wissen zu erweitern. Dieses Wissen kann eventu-
elle seine Anwendung in der Medizin finden. Ein sehr gutes Beispiel dafu¨r stellt die so
genannte Optogenetik dar [Dei11]. Eine Anwendung der Optogenetik stellt z.B. die Ver-
wendung eines genetisch modifizierten Channelrhodopsin2 (ChR2) in Verbindung mit
Halorhodopsin (HR) auf molekularer Ebene dar, wodurch ein vollsta¨ndiges System fu¨r
die multimodale, sehr schnelle, genetisch gerichtet und vollsta¨ndig optische Abfrage von
neuronalen Stro¨men in lebenden Organismen gebildet wird [Zha+07].
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7.1. Einleitung
Bei der Entwicklung ku¨nstlicher Antennensysteme zur Absorption von UV/Vis Licht
konnten mit Chromophoren, die auf molekularer und supramolekularer Ebene in hierar-
chischer Weise organisiert wurden, bereits erste Erfolge erzielt werden [Was09; Ima04;
BTH05; Fla+08; You+06; Hoe+05; Won+11; KD09]. Exakte Kontrolle u¨ber Energie-
und Elektronentransferprozesse konnte durch selbst organisierende synthetische Bauein-
heiten mit gut definierten molekularen Geometrien, die entsprechende Distanzen zwi-
schen den Chromophoren bieten, erreicht werden [Was09; May+09; You+06; Gan+09;
KD09]. Ein gutes Beispiel fu¨r ein molekulares Geru¨st mit definierten Geometrien bietet
die regula¨re Topologie der DNA. Sie besitzt eine doppelhelikale Struktur und weist einen
typischen Stapelabstand der Basenpaare von 3.4 A˚ auf. In letzter Zeit sind daher viele
Arbeiten in diesem Gebiet der auf DNA basierenden Organisation von pi-konjugierten
Chromophoren vero¨ffentlicht worden [VW09a; MWH10; Ban+11; TWK09]. ,,Oligofluo-
roside” z.B. zeigen Emissionsfarben u¨ber den gesamten sichtbaren Bereich bei Anregung
bei einer einzelnen Wellenla¨nge [TWK09]. Weitere Beispiele sind die Synthese einer
Weißlicht emittierende DNA [VW09b], sowie der Vergleich zwischen einer kovalenten
und nicht-kovalenten Chromophoranordnung innerhalb eines mit Nilrot modifizierten
Nukleosids [VW10]. In diesem Kapitel wird u¨ber Substanzen berichtet, welche die Ar-
chitektur der DNA fu¨r die Anordnung von drei unterschiedlichen Chromophoren nut-
zen. Diese decken den gesamten UV-A/Vis Absorptionsbereich ab und demonstrieren
die photophysikalischen Eigenschaften eines Lichtsammelsystems.
7.2. Resultate
Zuna¨chst sollen die mit Chromophoren markierten DNA-Stra¨nge vorgestellt werden. Die
Synthese, die Messungen der Schmelztemperaturen und die Aufnahme der stationa¨ren
Absorptions- wie auch Emissionsspektren erfolgte durch Herrn Reji Varghese, der zum
damaligen Zeitpunkt am Institut fu¨r Organische Chemie bei Herrn Prof. Dr. H.-A. Wa-
genknecht gearbeitet hatte. Die Messungen der Lebensdauern via TCSPC ist Bestandteil
dieser Arbeit. Basierend auf diesen spektroskopischen Daten werden alle beobachteten
Pha¨nomene diskutiert und ein Modell fu¨r ein Lichtsammelsystem entwickelt, das z.B.
fu¨r die chemische Photokatalyse genutzt werden ko¨nnte.
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7.2.1. Mit Chromophoren markierte DNA-Stra¨nge
Die verwendeten Chromophore waren das Ethynyl-Pyren (Py) als ein blauer Emitter,
das Ethynyl-Perylene (Pe) als ein gru¨ner Emitter und das Ethynyl-Nile Rot (Nr) als ein
roter Emitter. Alle drei Chromphore wurden u¨ber eine Acetylen-Bru¨cke an die Position 5
des 2’-Deoxyuridin verknu¨pft (siehe Abbildung 7.1). So sollte die gewohnte Deoxyuridin
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Abb. 7.1.: Strukturen der drei verwendeten Chromophor-Nukleotide dU-Py, dU-Pe und dU-
Nr.
(dU):Adenosin (A)-Basenpaarung aufrecht erhalten werden. Die Phosphoramidite des
2’-Deoxyuridin mit Py und Pe waren kommerziell erha¨ltlich. Der mit 2’-Deoxyuridin
und Nr modifizierte DNA-Baustein wurde gema¨ß vero¨ffentlichter Prozeduren syntheti-
siert [VW09b; VW10; Var+09]. DNA-Py, DNA-Pe und DNA-Nr enthalten jeweils nur
einen der eingesetzten Chromophore als Modifikation. In DNA-PyNr und DNA-PeNr
wurden Py und Pe jeweils mit Nr in benachbarter Position kombiniert. Schließlich wur-
den noch zwei Proben untersucht, in denen alle drei Chromophore zum einen direkt
nebeneinander (DNA-PyNrPe) und zum anderen jeweils mit einem A-Thymidin (T)-
Basenpaar voneinander getrennt (DNA-PyAPeANr) arrangiert waren. In Tabelle 7.1
sind die Sequenzen aller untersuchter DNA-Proben aufgefu¨hrt. Die Synthesen dieser
DNA-Proben wurden von Herrn Reji Varghese durchgefu¨hrt [VW09b]. Diese Proben
wurden mir freundlicherweise zur weiteren spektroskopischen Untersuchung u¨berlassen.
7.2.2. Photophysikalische Untersuchungen
Von allen DNA Proben wurden stationa¨re UV/Vis-Absorption, Fluoreszenz, Schmelz-
temperaturen sowie Fluoreszenzlebensdauern via TCSPC (siehe Abschnitt 2.3) gemes-
sen. Bei den TCSPC-Messungen hat sich gezeigt, dass einige Proben Anteile mit sehr
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Probename Sequenz (3’-5’)a Tm / ℃b
DNA-Pyc AGTCACAA(dU-Py)AACTGACG 57.4
DNA-Pec AGTCACAA(dU-Pe)AACTGACG 57.3
DNA-Nrc AGTCACAA(dU-Nr)AACTGACG 57.1
DNA-PyNr AGTCACAA(dU-Py)(dU-Nr)AACTGACG 59.0
DNA-PeNr AGTCACAA(dU-Pe)(dU-Nr)AACTGACG 58.1
DNA-PyNrPe AGTCACAA(dU-Py)(dU-Nr)(dU-Pe)AACTGACG 60.2
DNA-PyAPeANr AGTCACAA(dU-Py)A(dU-Pe)A(dU-Nr)AACTGACG 55.2
aDie Strukturen der Chromophor-Nukleotide dU-Py, dU-Pe und dU-Nr sind Abbildung 7.1 zu entneh-
men.
bGemessen bei λ =260 nm, 20-90℃, Interval: 0.7℃ ·min−1, 2.5µM DNA in 10 mM Natriumphosphat-
Puffer (pH = 7.0), 250 mM NaCl.
cDie entsprechende unmodifizierte DNA-Duplex, die T anstatt von dU-Py, dU-Pe oder dU-Nr bein-
haltet, hat einen Schmelzpunkt von Tm = 60.7℃.
Tab. 7.1.: Sequenzen und Schmelztemperaturen Tm der DNA-Proben.
kurzen Lebensdauern besitzen. U¨ber diese ganz schnellen Zeiten (unterhalb einer halben
ns) ko¨nnen leider keine pra¨zisen Aussagen gemacht werden, weil sich im verwendeten
Versuchsaufbau die Unsicherheit in der genauen Position des Zeitnullpunktes besonders
bemerkbar machte1.
Bei allen mit zwei oder drei Chromophoren markierten DNA-Stra¨ngen muss fer-
ner beru¨cksichtigt werden, dass bei 370 nm zwar hauptsa¨chlich Py angeregt wird, aber
Pe bzw. Nr mit einer kleineren Wahrscheinlichkeit auch angeregt werden (siehe Abbil-
dung 7.2 (B) und (C)). Fu¨r die Emissionsbeitra¨ge la¨sst sich festhalten, dass bei 430 nm
hauptsa¨chlich Emission von Py, und bei 660 nm fast nur Emission von Nr detektiert wird.
Aber bei 500 nm wird neben der Emission von Pe immer auch ein deutlicher Anteil an
Py mitgemessen. Demzufolge konnte mit diesem Aufbau Pe nicht wirklich getrennt be-
obachtet werden. Nichtsdestotrotz bieten die Resultate unter den gegebenen Umsta¨nden
erste Einblicke in die Photophysik der untersuchten Systeme.
Die Referenz-Duplex Systeme mit einer einfachen Modifikation DNA-Py, DNA-Pe
und DNA-Nr zeigten ein charakteristisches optisches Verhalten sowohl fu¨r die Absorp-
1Pra¨zisere Messungen mit einer Streak Camera (SC) in Kombination mit einem zeitlich ku¨rzen Laser-
System (1 kHz, ∆t ≈ 80 fs) zur Messung zeitaufgelo¨ster Emissionsspektren sind derzeit geplant.
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Abb. 7.2.: Absorptionsspektren der einfach markierten DNA-Proben mit 2.5µM DNA in
10 mM Natriumphosphat-Puffer, pH = 7, 250 mM NaCl.
tion wie auch fu¨r die Emission der entsprechenden Chromophore. Bei Anregung der
isolierten Chromophore-Nukleotide dU-Py, dU-Pe und dU-Nr in AcN bei 280 nm wur-
de das zu erwartende mono-exponentielle Abklingverhalten der Fluoreszenz beobachtet
(siehe Tabelle 7.2). Das Abklingverhalten der Emissionen bei den jeweils einfach modi-
fizierten DNA-Doppelstrang-Proben DNA-Py, DNA-Pe und DNA-Nr war jedoch multi-
exponentiell. Ein solches Verhalten ist typisch fu¨r Chromophore, welche kovalent an
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Probe λobs / nm τ1 / ns τ2 / ns τ3 / ns
dU-Pya 390c 15.8 – –
dU-Pea 440c 4.2 – –
dU-Nra 620c 4.6 – –
DNA-Pyb 450d 1.2 (41 %) 3.1 (59 %) –
DNA-Peb 530e 2.0 (29 %) 4.3 (71 %) –
DNA-Nrb 660c 1.5 (36 %) 3.6 (64 %) –
DNA-PyNrb
450d 0.8 (37 %) 2.2 (53 %) 6.9 (10 %)
660d 0.7 (35 %) 2.4 (59 %) 11.7 (6 %)
490d 1.8 (43 %) 5.7 (57 %) –
DNA-PeNrb
660d 0.8 (35 %) 3.1 (65 %) –
DNA-PyNrPeb
440d 0.6 (42 %) 2.1 (51 %) 10.6 (7 %)
500d 0.8 (17 %) 2.6 (70 %) 5.4 (13 %)
660d 0.2 (73 %) 3.3 (27 %) –
430d 0.4 (47 %) 2.0 (43 %) 8.8 (10 %)
490d 2.3 (71 %) 4.6 (29 %) –DNA-PyAPeANrb
660d 0.6 (52 %) 2.2 (44 %) 14.5 (4 %)
aIn AcN.
b2.5µM DNA in 10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 7.0).
cλexc = 280 nm.
dλexc = 370 nm.
eλexc = 445 nm.
Tab. 7.2.: Fluoreszenzlebensdauern der Nukleoside dU-Py, dU-Pe, dU-Nr und der DNA-
Proben in AcN.
DNA gebunden sind. Eine plausible Erkla¨rung dafu¨r wa¨re die Existenz unterschiedlicher
struktureller Konformere. Die folgende Diskussion liefert Deutungen fu¨r das Konformer
mit dem schnelleren Zerfall. Die Proben DNA-PyNr und DNA-PeNr haben jeweils das
dU-Nr gemeinsam. Bei Anregung von DNA-PyNr in der Absorptionsbande bei 370 nm,
die fu¨r das Py typisch ist, wurde Lo¨schung der Py-Emission und ein deutliches An-
steigen der Nr-Emission beobachtet (siehe Abbildung 7.3 (A)). Schaut man sich die
ku¨rzeste Lebensdauerkomponente der Py-Emission bei λobs = 450 nm an, erkennt man
eine Verschiebung in den sub-ns-Bereich mit 0.8 ns (36 %). Daraus kann geschlossen
werden, dass es zu einem Energietransfer von der Py- zur Nr-Einheit kommt. Bei der
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Abb. 7.3.: Fluoreszenzspektren der DNA-Proben, 2.5µM DNA in 10 mM Natriumphosphat-
Puffer, pH = 7, 250 mM NaCl, λexc = 380 nm (A), 430 nm (B), 590 nm (C). Alle Fluoreszenz-
spektren sind auf die optische Dichte bei der Anregungswellenla¨nge λexc korrigiert.
Untersuchung von DNA-PeNr ergab sich ein etwas anderes Bild. Wurde in diesem Fall
in der Absorptionbande bei 440 nm angeregt, die fu¨r das Pe typisch ist, verku¨rzte sich
die schnellste Komponente aus DNA-Pe mit 2.0 ns (29 %) in DNA-PeNr nur auf 1.8 ns
(43 %). Eine Nr-Emission wurde ebenfalls nicht in der stationa¨ren Emission beobachtet
(siehe Abbildung 7.3 (B)). Somit scheint ein Energietransfer von Pe nach Nr innerhalb
von DNA-PeNr unwahrscheinlich. Die Messung der Nr-Emission von DNA-Nr zeigte
keine Lebensdauer ku¨rzer als 1.5 ns. Vergleicht man schließlich dieses Resultat mit den
Beobachtungen aus den Messungen an DNA-PyNr und DNA-PeNr, zeigt sich, dass so-
wohl DNA-PyNr als auch DNA-PeNr beide einen sub-ns-Beitrag der Lebensdauern in
der Emissionsbande bei λobs = 660 nm aufweisen, die typisch fu¨r das Nr ist: DNA-PyNr
mit 0.7 ns (35 %) und DNA-PeNr mit 0.8 ns (35 %). In den stationa¨ren Fluoreszenzspek-
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tren beider Duplexe wurde die Nr-typische Emission fast vollsta¨ndig gelo¨scht, wenn in
der Absorptionsbande des Nr angeregt wurde (siehe Abbildung 7.3 (C)). Aus diesen
Befunden kann geschlossen werden, dass es zu einem Elektronentransfer zwischen der
Nr-Einheit und der Py-Einheit in DNA-PyNr bzw. der Pe-Einheit in DNA-PeNr kommt.
Ausgehend von den Beobachtungen an den doppelt modifizierten Doppelstra¨ngen
kann nun das Verhalten der dreifach modifizierten DNA-PyNrPe diskutiert werden. Nach
Anregung bei 370 nm in die Py-Bande wurde in der Emissionslebendauer der Py-Bande
bei λobs = 450 nm ein deutlicher Beitrag einer Komponenten im sub-ns-Bereich mit 0.6 ns
(42 %) gefunden. Dieser Beitrag ist gro¨ßer als in DNA-PyNr und deutet auf einen effizien-
ten Energietransfer zu der benachbarten Pe- und Nr-Einheit hin. Zumindest konnte eine
entsprechende Emission der Pe-Einheit im stationa¨ren Spektrum beobachtet werden (sie-
he Abbildung 7.3 (A)). Der Pe-Fluoreszenzbeitrag bei λobs = 540 nm in DNA-PyNrPe,
der durch den Energietransfer von der Py-Einheit generiert wurde, enthielt einen kleinen
Beitrag einer Komponenten im sub-ns-Bereich mit 0.8 ns (17 %), welcher in DNA-PeNr
nicht auftrat. Das stationa¨re Emissionsspektrum mit Anregung in der Pe-Bande bei
430 nm zeigt eine fast vollsta¨ndige Lo¨schung der Pe-Emissionsbande bei λobs = 430 nm
(siehe Abbildung 7.3 (B)). Daraus kann gefolgert werden, dass ein Elektronentransfer
zwischen der Pe-Einheit und der Py-Einheit sehr wahrscheinlich ist. Weiter wurde beob-
achtet, dass die Nr-Fluoreszenzlebensdauer in DNA-PyNrPe bei λobs = 660 nm nach An-
regung der Py-Einheit eine dominante Komponente im sub-ns-Bereich mit 0.2 ns (73 %)
aufweist. Das Auftreten dieser Komponente im sub-ns-Bereich deutet bereits auf einen
Energietransfer entweder direkt von der Py-Einheit oder in Sequenz u¨ber die Pe-Einheit
auf die Nr-Einheit hin. Der Beitrag ist in diesem Fall deutlich gro¨ßer als in DNA-PyNr
und DNA-PeNr. Beru¨cksichtigt man die vollsta¨ndige Lo¨schung der Nr-Emission im sta-
tiona¨ren Spektrum nach Anregung in der Py-Bande, so kann hieraus auf einen sehr
effizienten Elektronentransfer zwischen der Nr-Einheit sowohl mit der Py- als auch mit
der Pe-Einheit geschlossen werden.
Zum Vergleich mit DNA-PyNrPe wurde DNA-PyAPeANr untersucht, das jeweils ein
zusa¨tzliches A-T-Basenpaar zwischen den mit Chromophor modifizierten Basenpaaren
als Abstandshalter besitzt. In DNA-PyAPeANr ist der Abstand zwischen den Chromo-
phoren daher um 3.4 A˚ gro¨ßer. Auch ist die Reihenfolge im Vergleich zu DNA-PyNrPe
anders, da die Positionen der Pe- und Nr-Einheit hier vertauscht vorliegen. Das sta-
tiona¨re Spektrum von DNA-PyAPeANr nach Anregung in der Py-Bande bei 380 nm
zeigt sowohl fu¨r die Pe- als auch fu¨r die Nr-Einheit eine hohe Emissionsintensita¨t (siehe
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Abbildung 7.3 (A)). Dies steht im Einklang mit der zuvor gemachten Interpretation
eines mo¨glichen Energietransfers von der Py-Einheit sowohl auf die Pe-Einheit als auch
auf die Nr-Einheit. Auch wird nach Anregung in der Pe-Bande bei 430 nm im Unter-
schied zu DNA-PeNr und DNA-PyNrPe nun eine Emission der Nr-Einheit beobachtet
(siehe Abbildung 7.3 (B)). Im Weiteren zeigt sich, dass die Nr-Emission nach Anregung
in der Nr-Bande im Vergleich zu DNA-PyNrPe ebenfalls nicht vollsta¨ndig gelo¨scht wird
(siehe Abbildung 7.3 (C)). Fu¨r diese Emission wird zusa¨tzlich eine Vergro¨ßerung der Le-
bensdauer sowie eine Verkleinerung der dazugeho¨rigen Amplitude der Komponenten im
sub-ns-Bereich von 0.2 ns (73 %) in DNA-PyNrPe auf 0.6 ns (52 %) in DNA-PyAPeANr
beobachtet. Diese Beobachtungen unterstu¨tzen das zuvor gemachte Modell eines Elek-
tronentransfers zwischen Pe und Py bzw. zwischen Nr und Py. Denn nun haben die
Chromophore mit 6.8 A˚ einen vergro¨ßerten Abstand zueinander, was eine Lo¨schung so-
wohl der Pe- als auch der Nr-Emission aufgrund eines Elektronentransfers verschlechtert.
7.3. Zusammenfassung und Ausblick
Abschließend la¨sst sich festhalten, dass die Kombination der Chromophore Pyren, Pe-
rylen und Nilrot verknu¨pft an DNA-Basen u¨ber eine starre Acetylenbru¨cke und die
doppel-helikale Struktur der DNA zusammen ein Multichromophorsystem mit viel ver-
sprechenden photophysikalischen Eigenschaften darstellt. Das Absorptionsspektrum al-
ler drei Chromophore deckt fast den gesamten UV-A/Vis-Bereich ab. Die bisherigen
Daten lassen sich wie folgt deuten. Es kommt auf der einen Seite wahrscheinlich zu einer
Kaskade an Energietransferprozessen von Py u¨ber Pe nach Nr und auf der anderen Seite
zu einer Kaskade an Elektronentransferprozessen, was wiederum zu einer Ladungstren-
nung innerhalb des Systems fu¨hren sollte.
Abschließend bleibt festzuhalten, dass alle postulierten Elektronentransferprozesse die
Bildung von Radikalen zur Folge ha¨tten. Diese sind jedoch bis zu diesem Zeitpunkt noch
nicht identifiziert worden. Somit bedarf es weiterer Untersuchungen zur U¨berpru¨fung der
hier gemachten Deutungen. Lassen sich die Deutungen durch weitere Experimente un-
termauern, wie z.B. durch Identifikation der postulierten Radikale in der transienten
Absorption, so ha¨tte man ein System gefunden, in dem es unabha¨ngig von der Anre-
gungswellenla¨nge zwischen 350 nm und 700 nm letztlich immer zu einem ladungsgetrenn-
ten Zustand kommt. Sind diese ladungsgetrennten Zusta¨nde hinreichend langlebig, so
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ko¨nnten sie potentiell fu¨r die chemische Photokatalyse genutzt werden. Die Substanzen
DNA-PyNrPe und DNA-PyAPeANr wa¨ren demnach ein konzeptioneller Beweis fu¨r ein
relativ einfaches Design von Lichtsammelsystemen basierend auf der DNA-Architektur.
8. Zusammenfassung
Die Hauptaufgabe war es eine 2D-Blitzlichphotolyse unter Verwendung einer Streak
Camera (SC) als Detektionssystem aufzubauen, um so einen Vorteil gegenu¨ber kon-
ventionellen eindimensionalen Verfahren zu schaffen. Bei eindimensionalen Messungen
bei fester Wellenla¨nge werden u¨blicherweise 100 Anregungszyklen beno¨tigt, um einen
aussagekra¨ftigen mono-exponentiellen Fit zu bekommen. Zudem sind Messungen bei
Wellenla¨ngen, die mit der Fluoreszenz u¨berlappen, nicht mo¨glich. Durch den Aufbau des
Experiments fu¨r 2D-Transiente Absorption (TA) wurde die Mo¨glichkeit geschafft, Fluo-
reszenzspektren und TA-Spektren mit einer einzelnen Anregung fu¨r Zeitfenster > 20µs
zu messen. Mit dem zweidimensionalen Aufbau kann u¨ber den gesamten sichtbaren Wel-
lenla¨ngenbereich gemessen werden und dabei die Zerfallscharakteristik eines Systems fu¨r
all diese Wellenla¨ngen mit weniger Anregungszyklen ermittelt werden, als man fu¨r eine
einzelne eindimensionale Messung beno¨tigen wu¨rde. Diese Vorteile liegen in der Ver-
wendung einer speziellen SC. Diese SC hat zum einen einen viel gro¨ßeren dynamischen
Bereich (1:10000) verglichen zum typischen dynamischen Bereich eines Photomultipliers
(1:100). Zum anderen sind die Daten hoch redundant, was das geringe Signal zu Rausch
Verha¨ltnis eines einzelnen individuellen Pixels mehr als kompensiert. Das in dieser Arbeit
aufgebaute Experiment fu¨r die 2D-TA liefert demnach TA-Daten mit einem Multiplex-
Faktor von mehr als 100. Mit Hilfe diese 2D-TA-Experiments sowie anderer spektroskopi-
scher Methoden wurden zwei biologische Photorezeptor Proteine und ein Photokatalyse
System untersucht.
Im Photokatalyse-Projekt wurde der durch Ribof lavintetraacetat (RFTA) katalysier-
te Photooxidationsmechanismus von 4-Methoxybenzylalkohol (MBA) mit transienter
Absorptionsspektroskopie in Zeitbereichen von sub-Pikosekunden bis hin zu Mikrose-
kunden untersucht. Die Daten zeigen zwei einander entgegenwirkende Reaktionsprozes-
se im Hinblick auf die Produktquantenausbeute (PQA). Auf der einen Seite besteht
ein produktiver Prozess, der vom Triplettzustand des RFTA beginnt. Beobachtet wur-
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de ein Elektronentransfer vom MBA zum RFTA in der Gro¨ßenordnung von einer 1µs.
Befindet sich das System in einem protonenreichen Lo¨sungsmittel, wie reines Wasser
oder ein mit Sa¨ure versetztes Lo¨sungsmittel-Wasser-Gemisch, dann wird ebenfalls ein
vollsta¨ndiger Protontransfer (PT) innerhalb der Lebensdauer fu¨r den Elektronentrans-
fer (eT) beobachtet und das Neutralradikalpaar 2RFTA• und 2MBA• wird gebildet,
welches im untersuchten Zeitfenster von 20µs nicht wieder zerfa¨llt. Im organischen
Lo¨sungsmittel AcN und selbst in einem 1 zu 1 Gemisch aus AcN und Wasser la¨uft
der Protonierungsschritt nicht vollsta¨ndig ab. Es besteht unter diesen Bedingungen ei-
ne hohe Wahrscheinlichkeit einer Rekombination des Radikalionenpaares 2RFTA•− und
2MBA•+ in seine GZ-Formen, so dass die PQA herabgesetzt wird. Auf der anderen Seite
wird ein sehr schneller eT vom Singulettzustand des RFTA gefolgt von einer ebenfalls
sehr schnellen Ladungsrekombination innerhalb von 50 ps beobachtet, die einen Verlust-
kanal darstellt. Der Verlustkanal verla¨uft diffusionskontrolliert und gewinnt daher erst
bei Erho¨hung der Substratkonzentration an Bedeutung. Denn bei Substratkonzentratio-
nen oberhalb on 50 mM u¨berwiegt das sehr schnelle Lo¨schen des 1RFTA∗ gegenu¨ber dem
ISC-Prozess und es kommt nur noch zur verminderten Population des Triplettzustands
vom RFTA. Zusa¨tzlich wird auch noch ein merklicher Anteil an bereits assoziiert vor-
liegenden RFTA-MBA-Aggregaten bei sehr hohen MBA-Konzentrationen von mehreren
100 mM beobachtet, die ebenfalls einen unproduktiven Zyklus von Ladungstrennung und
Rekombination eingehen innerhalb von 0.9 bis 4.5 ps je nach Lo¨sungsmittelumgebung.
In reinem MBA als Lo¨sungsmittel ist der Verlustkanal so dominant, dass keine deut-
liche Produktbildung sichtbar wird. Sind die Verha¨ltnisse jedoch so, dass der erste eT
erst nach einem ISC-Prozess des RFTA stattfindet, liegt die Ladungstrennung in einem
Spin korrelierten Radikalionenpaar vor, dessen Rekombination verboten ist und daher
deutlich verlangsamt wird [Ver06]. Die verla¨ngerte Lebensdauer eines solchen Radikalio-
nenpaares erlaubt dann eine ho¨here Effizienz fu¨r einen zweiten Reaktionschritt, wie dem
PT von MBA•+ zum RFTA•−. Fu¨r eine hohe PQA muss demnach der mittlere Abstand
zwischen dem MBA und dem RFTA groß genug sein, um innerhalb der Lebensdauer
des Singulettzustands des RFTA ein durch Diffusion kontrolliertes Zusammentreffen zu
vermeiden. Dies wird durch Herabsetzen der Substratkonzentration erreicht. Ebenfalls
wichtig ist eine protonenreiche Lo¨sungsmittelumgebung um das Spin korrelierte Radi-
kalionenpaar vor der Rekombination abzufangen.
Bei Untersuchung der LOV1-Doma¨ne aus Chlamydomonas reinhardtii (C.r.) wurde
versucht, potentielle Intermediate im Photozyklus zu identifizieren. Es wurden zudem als
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Vergleichssysteme die Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S, in denen eine Adduktbil-
dung zwischen dem reaktiven Cystein-57 und dem C(4a) des Kofaktors FMN nicht mehr
stattfindet, sowie FMN in Lo¨sung untersucht. Basierend auf den spektroskopischen Mes-
sungen wird folgender Mechanismus vorgeschlagen. Nach Photoanregung des GZ wird
der Singulettzustand erzeugt. Dieser zerfa¨llt mit einer Lebensdauer von 2.9 ns zu einem
Teil in den GZ zuru¨ck und zum anderen Teil in den Triplettzustand. Der Triplettzu-
stand wird nahezu vollsta¨ndig u¨ber Transfer-Reaktionen eines e− gefolgt von einem H+
oder von einem H• gelo¨scht. Die Transfer-Reaktionen erfolgen von zwei unterschiedlichen
Konformeren des Cystein-57 heraus, und es entstehen zwei Radikalpaare in zwei unter-
schiedlichen Konformeren zu etwa 87 % (A) und 13 % (B). Das Haupt-Radikalpaar (A)
bildet mit kAB (τ = 1.1µs) vollsta¨ndig die Addukt-Spezies, wa¨hrend das Radikalpaar
(B) auf einem Zeitbereich von > 5µs stabil bleibt. Es kann vermutet werden, dass das
Radikalpaar (B) entweder durch O2 zuru¨ck in den GZ katalysiert wird, oder durch einen
Konformationswechsel mit kKW in das Radikalpaar (A) u¨bergeht, welches wieder das
Addukt bildet. Das Addukt zerfa¨llt schließlich in einer thermisch aktivierten Reaktion
zuru¨ck in den GZ.
Als zweites biologisches System wurde der Photozyklus des Acerhodopsin1 (AR1) aus
Acetabularia acetabulum (A.a.) untersucht. Es zeigte sich, dass die photochemischen Ei-
genschaften des AR1 a¨hnlich denen des Bacteriorhodopsin (BR) sind. Sie zeigen jedoch
auch einige Unterschiede. Das Absorptionsmaximum des AR1 z.B. liegt bei 520 nm und
ist daher um 48 nm blauverschoben gegenu¨ber dem des BR. Eine so große Blauverschie-
bung ist bisher noch nie fu¨r ein Proton pumpendes Retinal-Protein beobachtet worden
und sollte daher auf molekularer Basis erkla¨rt werden. Gru¨nde dafu¨r mo¨gen demnach
entweder ein entlang des konjugierten pi-Elektronensystems weniger verdrehter Chro-
mophor, oder eine vera¨nderte elektrostatische Mikroumgebung des Chromophors sein.
Es bleibt jedoch zu beachten, dass das exakte Absorptionsmaximum des AR1 in seiner
natu¨rlichen Umgebung, die Lipide der Acetabularia Membran, nicht bekannt ist. Ein
weiterer Unterschied liegt im etwas kleineren Extinktionskoeffizienten im Absorptions-
maximum des AR1 gegenu¨ber dem des BR, was ebenfalls auf unterschiedliche Wechsel-
wirkungen zwischen dem Retinal und dem Proteingeru¨st zuru¨ckzufu¨hren ist. Der Pho-
tozyklus des AR1 kann analog zu dem des BR modelliert werden. Es wird zuerst eine
Spezies beobachtet, die dem K Intermediat des BR zugeordnet werden kann, da es rot-
verschoben bezu¨glich des Grundzustandes und vor 500 ns auftritt. Dieses K-Intermediat
wandelt sich mit einer Zeitkonstanten von 8µs in eine Spezies mit einem Absorptionsma-
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ximum bei 386 nm um. Dieses Intermediat kann dem M-Intermediat des BR zugeordnet
werden. Im sehr gut untersuchten Photozyklus des BR ist ein Protonierungsschritt bei
der Reaktion vom M- zum N-Intermediat beteiligt. In Entsprechender Weise wird das
Intermediat, das aus dem Zerfall der M Spezies entsteht, der N Form zugeordnet. Es
zeigt sich bei dieser Konversion, dass die M und N Formen sich bei neutralem bis al-
kalischen pH-Werten nach 1 ms im Gleichgewicht befinden. Beide Intermediate zerfallen
mit 192 ms in den Grundzustand. Weitere Intermediate im Zeitbereich von 10 ms bis hin
zu 1.5 s wurden spektroskopisch nicht beobachtet. Dies kann zum einen daran liegen,
dass die Zeitkonstanten fu¨r das Entstehen gleich oder kleiner sind als der Zerfall, oder
aber, dass diese Intermediate dem folgenden oder vorherigen spektroskopisch zu a¨hnlich
sind. Es wird insbesondere kein dem L-Zustand des BR entsprechendes Intermediat be-
obachtet. Die Zusta¨nde K und M liegen im Gleichgewicht vor. Des Weiteren bilden die
Zusta¨nde M und N bei pH > 7 ein Gleichgewicht. Aufgrund dieser Beobachtungen kann
der Photozyklus bei pH = 7.0 als folgende Serie von Reaktionsschritten beschrieben
werden:
AR1520
hν
GGGGGGA?GGGAK580
8µs
GGGGGGGBF GGM386
750µs
GGGGGGGGGGBF GGN540
192 ms
GGGGGGGGGGAAR1520, (8.1)
wobei die Entstehung des K-Zustands außerhalb der derzeitigen Zeitauflo¨sung liegt. Es
kann daher sein, dass innerhalb der Reaktionsequenz ein fru¨heres Intermediat existiert,
welches durch das ,,?” gekennzeichnet ist. Der Zerfall des N-Intermediates ist der limi-
tierende Schritt im Photozyklus und sollte daher die photostationa¨ren Eigenschaften des
AR1 unter Licht-gesa¨ttigten Bedingungen bestimmen. Im Vergleich zum BR sind alle
Reaktionsschritte im AR1 schneller.
In dieser Arbeit wurden neben Projekten, in den spektroskopische Untersuchungen ge-
fragt waren, auch Projekte bearbeitet, in denen biochemische Arbeitsweisen fu¨r einen Er-
kenntnisgewinn wichtig waren. So wurde zum Beispiel ein Teilaspekt der Signalweiterlei-
tung von LOV-Doma¨nen auf experimenteller Basis na¨her betrachtet. Im Detail wurde die
Auswirkung eines Cysteinyladduktes, das nicht am Proteinru¨ckgrat gebunden ist, auf die
Aktivita¨t einer C-terminalen Effektordoma¨ne untersucht. Im Vorfeld war bekannt, dass
eine LOV-CG-Mutante, in der das reaktive Cystein gegen ein Glycin ausgetauscht wurde,
in Gegenwart von Methylthiol eine Blaulicht induzierte Photoreaktion zum Methylthio-
lyladdukt eingeht [Lan+10]. Die Signalweiterleitung wurde mit dem Aktivita¨tstest nach
Mo¨glich et al. [MAM09] verfolgt. Die hierfu¨r beno¨tigten Proteine YF1-WT, YF1-C62G
und FixJ wurden in der Gruppe von Herrn Dr. Ulrich Krauss am Institut fu¨r Moleku-
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lare Enzym Technologie (IMET) im Forschungszentrum Ju¨lich hergestellt. Messungen
der Kinaseaktivita¨t ergaben, dass im Wildtyp unter Blaulicht die Kinase-Doma¨ne inhi-
biert ist, wa¨hrend die entsprechende inaktivierte Mutante YF1-C62G durchgehend aktiv
ist. Experimente in Gegenwart von Methylthiol zeigten, dass photochemisch ein Addukt
zwischen dem Methylthiol und dem FMN innerhalb der LOV-Doma¨ne gebildet wird. Die
Aktivita¨tsmessungen lieferten im Rahmen des Messfehlers keinen signifikanten Einfluss
des Methylthiolyladduktes auf die Aktivita¨t der C-terminalen Kinase-Doma¨ne. Demnach
kommt es trotz Ausbildung eines Adduktes zu keiner Inhibierung der Kinaseaktivita¨t,
wenn keine mechanische Verbindung zwischen dem Addukt und dem Proteinru¨ckgrat
besteht. Der mechanische Zug, der durch die Adduktbildung hervorgerufen wird, scheint
somit ein essentieller Bestandteil bei der Signalweiterleitung von LOV-Doma¨nen auf
entsprechende Effektordoma¨nen zu sein.
Als letztes Projekt wurden Elektronentransfer und Energietransferprozesse zwischen
Chromophoren untersucht, die an DNA-Stra¨nge gebunden waren. Im Detail wurden
Kombinationen der Chromophore Pyren, Perylen und Nilrot untersucht, die u¨ber eine
starre Acetylenbru¨cke an DNA-Basen verknu¨pft waren. Diese Proben stellen u¨ber die
doppel-helikale Struktur der DNA ein Multichromophorsystem dar, welches viel verspre-
chende photophysikalische Eigenschaften besitzt. Das Absorptionsspektrum aller drei
Chromophore deckt fast den gesamten UV-A/Vis-Bereich ab. Die bisherigen Daten las-
sen sich wie folgt deutet. Es kommt auf der einen Seite wahrscheinlich zu einer Kaskade
an Energietransferprozessen von Py u¨ber Pe nach Nr und auf der anderen Seite zu ei-
ner Kaskade an Elektronentransferprozessen, was wiederum zu einer Ladungstrennung
innerhalb des Systems fu¨hren sollte. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass alle postulier-
ten Elektronentransferprozesse die Bildung von Radikalen zur Folge ha¨tten. Diese sind
jedoch bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht identifiziert worden. Somit bedarf es weite-
rer Untersuchungen zur U¨berpru¨fung der hier gemachten Deutungen. Lassen sich die
Deutungen durch weitere Experimente untermauern, wie z.B. durch Identifikation der
postulierten Radikale in der transienten Absorption, so ha¨tte man ein System gefunden,
in dem es unabha¨ngig von der Anregungswellenla¨nge zwischen 350 und 700 nm letzt-
lich immer zu einem ladungsgetrennten Zustand kommt. Sind diese ladungsgetrennten
Zusta¨nde hinreichend langlebig, so ko¨nnten sie potentiell fu¨r die chemische Photokataly-
se genutzt werden. Die Substanzen DNA-PyNrPe und DNA-PyAPeANr wa¨ren demnach
ein konzeptioneller Beweis fu¨r ein relativ einfaches Design von Lichtsammelsystemen
basierend auf der DNA-Architektur.
166 Zusammenfassung
Anhang
Im ersten Kapitel A des Anhangs werden einige mathematische Grundlagen sowie die
Implementierung der in dieser Arbeit verwendeten Verfahren gegeben.
Die Ergebnisse weiterer Projekte, die wa¨hrend der Anfertigung dieser Arbeit nebenbei
bearbeitet wurden, sind schließlich in Kapitel B zu finden. Diese Projekte sind thematisch
von der eigentlichen Fragestellung der Arbeit weiter entfernt.
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A. Mathematische Grundlagen
A.1. Modifizierter Levenberg-Marquardt-Algorithmus
Die notwendige Bedingung fu¨r das Auffinden eines lokalen Minimums von Y(a), so dass
a? ein stationa¨rer Punkt ist, ist nun gegeben durch
Y ′(a?) = 0. (A.1)
Die erste Ableitung Y (a) kann nun in einer Taylor-Entwicklung geschrieben werden
als
Y ′(a + h) = Y ′(a) + Y ′′(a)h +O(|h|2)
' Y ′(a) + Y ′′(a)h fu¨r ausreichend kleines |h|
= 2G(a) + 2H(a)h +O(|h|2). (A.2)
G ∈ Rk stellt die Gradienten-Matrix dar. Dieser Vektor entha¨lt die partiellen Ableitun-
gen nach den zu optimierenden Parametern a und ist definiert als
∂Y
∂ak
(a) = 2
m∑
i=1
n∑
j=1
yij(a)
∂yij
∂ak
(a) (A.3)
Gk(a) =
1
2
∂Y
∂ak
(a) =
m∑
i=1
n∑
j=1
Jijk(a)fij(a), (A.4)
wobei J ∈ Rm×n×k wiederum die dreidimensionale Jakobi-Matrix mit
Jijk(a) =
∂yij
∂ak
(a). (A.5)
ist. Im Weiteren ist H ∈ Rk×l die Hesse-Matrix, welche entsprechend gegeben ist zu
∂2Y
∂ak∂al
(a) =
m∑
i=1
n∑
j=1
(
∂yij
∂ak
(a)
∂yij
∂al
(a)− yij(a) ∂
2yij
∂ak∂al
(a)
)
(A.6)
Hkl(a) =
1
2
∂2Y
∂ak∂al
(a) =
m∑
i=1
n∑
j=1
J(a)ijkJijl(a) +
(
m∑
i=1
n∑
j=1
yij(a)f
′′
ij(a)
)
kl
.(A.7)
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Der Term mit den zweiten Ableitungen
∂2yij
∂ak∂al
(a) ist meist bei praktischen Anwendung
sehr klein und kann daher vernachla¨ssigt werden. Dies liegt an der Tatsache, dass er mit
dem Term yij(a) multipliziert wird, welcher im Fall eines guten Models den Messfehler
eines jeden Punktes wiedergibt. Dieser Fehler hat fu¨r jeden Messpunkt unterschiedliche
Vorzeichen und sollte im Allgemeinen nicht mit dem Model korreliert sein, so dass sich
in der gesamten Summation die zweiten Ableitungen gegenseitig heraus lo¨schen. Aus
diesem Grund wird an dieser Stelle mit der pseudo-Hesse-Matrix
Hpseudokl (a) =
m∑
i=1
n∑
j=1
Jijk(a)Jijl(a) (A.8)
weiter verfahren. Setzt man nun die notwendige Bedingung aus Gleichung A.1 in Glei-
chung A.2 ein und stellt entsprechend um, so erha¨lt man ein lineares Gleichungssystem
nach der Gauss-Newton-Methode1:
H(a)hgn = −G(a)
Komp∑
l=1
m∑
i=1
n∑
j=1
Jijk(a)Jijl(a)h
gn
l = −
m∑
i=1
n∑
j=1
Jijk(a)fij(a) (A.9)
Levenberg und spa¨ter Marquardt wandelten diese Bestimmungsgleichung durch folgende
Modifikation um:
Komp∑
l=1
(
m∑
i=1
n∑
j=1
Jjik(a)Jijl(a) + µI
)
hlml = −
m∑
i=1
n∑
j=1
Jijk(a)fij(a)
mit I = Einheitsmatrix und µ ≥ 0. (A.10)
Der neu eingefu¨hrte Da¨mpfungsparameter µ hat nun mehrere Effekte:
1. Es gilt fu¨r alle µ > 0, dass die Koeffizientenmatrix definiert ist und somit wird
sichergestellt, dass man hlm in absteigende Richtung la¨uft.
2. Es gilt fu¨r sehr große Werte von µ, dass hlm ' − 1
µ
G ist, also zu einem kleinen
Schritt in der steilsten Abstiegsrichtung fu¨hrt. Dies ist gut, wenn die aktuelle
Iteration weit weg von der Lo¨sung ist.
3. Es gilt fu¨r sehr kleine µ, dass hlm ' hgn ist. Dies ist eine gute Schrittweite in den
letzten Iterationen, wenn a bereits sehr nahe an a? ist. Dies fu¨hrt dann auch zu
einer fast quadratischen Konvergenz.
1Die Indizierung ,,gn” steht fu¨r Gauss-Newton und ,,lm” entsprechend fu¨r Levenberg-
Marquardt.
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Der Da¨mpfungsfaktor beeinflusst somit sowohl die Richtung als auch die Gro¨ße des
Schritts. Die Wahl des anfa¨nglichen µ-Wertes wird angepasst an die Gro¨ße der Elemente
Hpseudokl (a
0) =
m∑
i=1
n∑
j=1
Jijk(a
0)Jijl(a
0) (A.11)
durch
µ0 = τ max
{
a0ii
}
, (A.12)
wobei τ = 0.001 sich als geeigneter Skalierungsfaktor ergeben hat2. Wa¨hrend den Ite-
rationen wird µ entsprechend des Versta¨rkungsverha¨ltnisses ρ angepasst. ρ stellt dabei
das Verha¨ltnis zwischen dem aktuellen und einem vorgeschlagenen na¨chsten Abstieg dar
und ist gegeben durch
ρ =
Y (a)− Y (a + hlm)
L(0)− L(hlm) . (A.13)
Nach einem linearen Modell gilt
Y (a + hlm) ' L(hlm) ≡ L(0) + hlm>G(a) + 1
2
hlm>H(a)hlm, (A.14)
so dass bei sehr kleinen Auslenkungen von hlm fu¨r den Nenner gilt:
L(0)− L(hlm) = −1
2
hlm>H(a)hlm − hlm>G(a)
=
1
2
hlm>
−H(a)hlm︸ ︷︷ ︸
=G(a)+µhlm
−2G(a)

=
1
2
hlm>
(
µhlm −G(a)) . (A.15)
Da hlm>hlm und −hlm>G beide positiv sind, ist garantiert, dass der Nenner auch positiv
ist. Eine gute Strategie fu¨r die Wahl eines neuen Da¨mpfungsfaktors ist nun durch
µ =
 µmax
{
1
3
; 1− (2ρ− 1)3} ν = 2 falls ρ > 0
µν ν = 2ν sonst
(A.16)
gegeben. Diese Strategie bietet eine ho¨here Konvergenzgeschwindigkeit und Stabilita¨t
[Nie99]. Der beno¨tigte Skalierungsfaktor ν wird anfa¨nglich auf ν = 2.0 gesetzt. Ein
sehr großer Wert von ρ bedeutet nun, dass L(hlm) eine gute Na¨herung fu¨r Y (a + hlm)
ist. Somit kann µ verkleinert werden, so dass der na¨chste Levenberg-Marquardt-
Schritt na¨her an einen Gauss-Newton-Schritt herankommt. Ist ρ hingegen klein, dann
2Der Algorithmus ist bezu¨glich der Wahl von τ sehr sensitiv. Als Daumenregel sollte ein kleiner Wert
gewa¨hlt werden. Sollten die Startparameter a0 bereits eine gute Approximation liefern, ist τ = 10−6
eine gute Wahl. Ansonsten ist es besser τ = 10−3 oder sogar τ = 1.0 zu verwenden.
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ist L(hlm) eine schlechte Na¨herung und µ wird um das zweifache vergro¨ßert, so dass man
durch Verkleinerung der Schrittweite na¨her in die Richtung des steilsten Abstiegs kommt.
Die Bestimmung der neuen Schrittweite hlm aus dem Gleichungssystem A.10 erfolgt
u¨ber die Lo¨sung nach den kleinsten Fehlerquadraten minimaler Norm [MNT04]. Dar-
aufhin werden die neuen Parameter
aneu = a + h
lm (A.17)
zur Erzeugung einer neuen Modellfunktionsmatrix F(aneu) verwendet und der Optimie-
rungszyklus geht in eine neue Iteration.
Die Abbruchkriterien sind schließlich wie folgt. Zuerst wird aufgrund der Bedingung
fu¨r ein globales Minimum Y ′(a?) = G(a?) = 0 geschaut, dass
||G(a)||∞ ≤ ε1 (A.18)
ist, wobei ε1 typischerweise auf 10
−8 gesetzt wird. Als ein weiteres relevantes Abbruch-
kriterium wird geschaut, dass die A¨nderung in a klein ist mit
||aneu − a|| ≤ ε2(||a||+ ε2). (A.19)
Dieser Ausdruck liefert eine sukzessive A¨nderung von der relativen Schrittweite ε2, wenn
||a|| groß ist gegenu¨ber der absoluten Schrittweite ε22, falls a nahe 0 ist. Ein typischer
Wert fu¨r ε2 ist gegeben zu 10
−8. Zuletzt muss natu¨rlich dafu¨r gesorgt werden, dass die
Routine abbricht, falls ε1 zu klein gewa¨hlt wurde, so dass aufgrund von Rundungsfehlern
die Bedingung aus Gleichung A.18 nicht erfu¨llt wird. Daher soll nach einer maximalen
Anzahl an Iterationen mit
i ≥ imax (A.20)
abgebrochen werden.
A.2. Runge-Kutta-Methode
Das Runge-Kutta-Verfahren 4. Ordnung ist eine spezielle explizite 4-stufige Methode
zur numerischen Lo¨sung von Anfangswertproblemen, wie sie bei gewo¨hnlichen DGLen
auftreten. Es wurde um 1900 von Carl Runge, der 1895 zuerst ein mehrstufiges Verfahren
beschrieb, und spa¨ter von Martin Wilhelm Kutta, der 1901 eine allgemeine Form eines
expliziten s-stufigen Verfahren vero¨ffentlichte, entwickelt [Run95; Kut01]. Im Folgenden
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sei ein kurzer Abriss des Runge-Kutta-Verfahrens gegeben: Es sei das Anfangswert-
problem von n DGLen
y′i(x) = f(x, y1(x), y2(x), . . . , yn(x)) (A.21)
mit n Anfangsbedingungen
y1(x0) = y
1
0, y
2(x0) = y
2
0, . . . , y
n(x0) = y
n
0 (A.22)
gegeben. Sei weiter h die gewu¨nschte Schrittweite, dann werden nachRunge die gena¨herten
Werte von yi(xj + h) = y
i(xj+1) fu¨r m Werte von x berechnet zu
ki1 = hf
(
xj, y
i
j
)
ki2 = hf
(
xj +
h
2
, yij +
ki1
2
)
ki3 = hf
(
xj +
h
2
, yij +
ki2
2
)
ki4 = hf
(
xj + h, y
i
j + k3
)
yij+1 = y
i
j +
ki1
6
+
ki2
3
+
ki3
3
+
ki4
6
. (A.23)
Die jeweils na¨chsten Werte werden demnach in einer Rekursion berechnet und man
erzielt eine Genauigkeit bei genu¨gend glattem f(x, yi) in der Gro¨ßenordnung von h4.
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B. Andere Projekte
B.1. ”Design and photoinduced surface relief grating
formation of photoresponsive azobenzene based
molecular materials with ruthenium acetylides”
Hierbei handelt es sich um ein kleines Nebenprojekt, das im Rahmen einer Kooperation
mit Prof. Dr. Rainer Winter (Universita¨t Konstanz) entstanden ist.
Kichou N. Gherab, Rafik Gatri, Zakia Hank, Bernhard Dick, Roger-Jan Kutta,
Rainer Winter, Je´roˆme Luc, Bouchta Sahraoui and Jean-Luc Fillaut
Design and photoinduced surface relief grating formation of photo-
responsive azobenzene based molecular materials with ruthenium acetylides
Journal of Materials Chemistry, 2010, 20, 2858–2864.
Abstract:
Novel photoresponsive materials based on ruthenium(II) σ-acetylides coupled to an azo-
benzene moiety in the main pi-conjugated chain have been synthesized. The introduction
of a metal acetylide fragment in the same conjugated chain as the azobenzene induces the
trans-cis-trans isomerization of the azo unit, while the rate of the thermal cis → trans
back isomerization increases with increasing overall electron richness of these compounds.
These azobenzene-containing ruthenium(II) acetylides show satisfactory processability
and give rise to spin-coated uniform thin films. Formation of surface-relief gratings on
their amorphous thin films and in a Polymethylmethacrylat (PMMA) polymer matrix
using a picosecond pulsed laser at 532 nm results in instantaneous inscription: saturation
of the first order diffraction efficiency and of the modulation amplitude of gratings were
obtained in less than 1 s, while the orientation of these azodyes remains unchanged for
up to 6 months.
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Glossar
f-number
Unter der relativen Apertur (auch f -number genannt) wird in der Optik die Fo-
kusla¨nge dividiert durch den ,,effektive” Aperturdurchmesser verstanden.
Jablonski-Termschema
Jablonski-Termschemata sind vereinfachte Darstellungen fu¨r die Diskussion von
Absorptions- und Emissionsprozessen bei der Wechselwirkung von Licht mit Mate-
rie, welche von Prof. Alexander Jablonski im Jahre 1935 zuerst eingefu¨hrt wurden.
Ein typisches Jablonski-Termschema fu¨r ein organisches Moleku¨l umfasst z.B.
einen elektronischen Singulett Grundzustand so wie mehrere energetisch ho¨her lie-
gende anregbare Singulett- bzw. Triplett-Zusta¨nde, welche jeweils durch eine dicke
horizontale Linie angezeigt werden. In den einzelnen elektronischen Zusta¨nden
kann ein Moleku¨l ebenfalls in einer Vielzahl von Schwingungszusta¨nden vorlie-
gen, welche durch mehrere enger beieinander liegender du¨nner horizontaler Lini-
en oberhalb eines elektronischen Zustands angedeutet werden. Die energetischen
Absta¨nde der Schwingungszusta¨nde sind so groß, dass sie nicht durch thermische
Energie bei Raumtemperatur populiert werden ko¨nnen. U¨berga¨nge zwischen den
Zusta¨nden werden durch vertikale bzw. horizontale Pfeile angedeutet. Horizontale
Pfeile deuten dabei auf isoenergetische Prozesse, wie das Intersystem Crossing
(ISC) oder die Internal Conversion (IC). Vertikale Pfeile deuten Prozesse an, wie
die Absorption, die spinerlaubte Emission (Fluoreszenz), die spinverbotene Emis-
sion (Phosphoreszenz) und die Internal Vibrational Relaxation (IVR).
Xenopus
Krallenfrosch.
Acetabularia acetabulum
Gru¨nalgenart aus der Gattung Acetabularia/Schirmalge (lat. acetabulum = Es-
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signa¨pfchen).
Avena sativa
Pflanzenart aus der Gattung Hafer (lat. avena = Hafer).
Bacillus subtilis
Bakterium aus der Gattung Bacillus (lat. bacillum/bacillus = Sta¨bchen /lat. sub-
tilis = schlicht).
Bradyrhizobium japonicum
Bakterium aus der Gattung Bradyrhizobium.
Chlamydomonas reinhardtii
Gru¨nalgenart aus der Gattung Chlamydomonas.
Escherichia coli
Bakterium aus der Gattung Escherichia (lat. colon = Teil des Dickdarms).
Halobacterium salinarium
Halophile Archaea aus der Gattung Halobacterium.
Natronomonas pharaonis
Halophile und alkaphile Archaea aus der Gattung Natronomonas.
Archaea
Einzelliger Organismen, der folgende typische Merkmale aufweist:
1. meist ringfo¨rmiges Chromosom in einem Nucleoid
2. kein Cytoskelett
3. keine Zellorganellen
4. kein Peptidoglycan in der Zellmembran.
Autotrophie
Der Begriff Autotrophie stammt aus den altgriechischen Begriffen ,,autos”, was
,,selbst” bedeutet, und trophe, was ,,Erna¨hrung” bedeutet. In der Biologie wird mit
Autotrophie die Fa¨higkeit von Lebewesen verstanden, ihre Baustoffe (und organi-
schen Reservestoffe) ausschließlich aus anorganischen Stoffen (wie CO2) aufzubau-
en. Bei Photosynthese betreibenden Prima¨rproduzenten (insbesondere Pflanzen)
ist diese vor allem zu beobachten.
Glossar 179
Bacteria
Einzelliger Organismen, der folgende typische Merkmale aufweist:
1. meist ringfo¨rmiges Chromosom in einem Nucleoid
2. kein Cytoskelett
3. keine Zellorganellen
4. Peptidoglycan in der Zellmembran.
Blooming
Das Blooming ist ein Effekt, der bei zu stark belichteten CCD-Detektoren auftritt.
Es wird die Ladungkapazita¨t von einigen Pixel-Zelle u¨berschritten, wodurch die
u¨berza¨hligen Ladungen an die Nachbarzellen weiter fließen.
Eucaria
Einzelliger oder viellzelliger Organismen, der folgende typische Merkmale aufweist:
1. mehr als ein lineares Chromosom in einem Zellkern mit Kernhu¨lle (Nucleus)
2. Cytoskelett
3. membranumgebene Organellen, die den Zellstoffwechsel u¨bernehmen.
4. Peptidoglycan in der Zellmembran.
Frame Grabber
Elektronische Schaltung (meist auf Computer Karte) zur Digitalisierung analoger
Videosignale.
Jitter
Jitter ist der englische Begriff fu¨r ,,Fluktuation” oder ,,Schwankung” und wird in
dieser Arbeit als die zeitliche Ungenauigkeit von periodischen Messsignalen, wie
z.B. Laserpulse, verstanden.
mode-locked
mode-locking (deutsch: Modenkopplung) umschreibt die Synchronisation der im
Laser schwingenden Eigenzusta¨nde (Moden) zur Erzeugung von extrem kurzen
Lichtpulsen. Bei einer mo¨glichst großen Anzahl von Moden wird eine konstante
Phasenbeziehung der Moden zueinander angestrebt, so dass es zu konstruktiver
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Interferenz zusammenfallender Wellenberge kommt. Dabei gilt, dass je breiter das
Modenspektrum ist, desto ku¨rze der erzeugte Laserpuls wird. Die Modenkopplung
kann aktiv (z.B. elektrooptisch oder akustooptisch) oder passiv (z.B. sa¨ttigbarer
Absorber) erfolgen.
Oocyte
Ein Oocyte (griechisch: Oos, Ei; Cytos, Zelle) ist die weibliche Keimzelle zwei-
geschlechtlicher Lebewesen, welche der generativen Vermehrung durch Oogamie
dient. Sie entha¨lt alle genetischen Anlagen des weiblichen Lebewesens, die an den
Nachkommen weitergegeben werden.
Optogenetik
In der Optogenetik wird sich mit der Licht induzierten Kontrolle von genetisch
modifizierten Zellen bescha¨ftigt.
Phototaxis
Fortbewegungsrichtung von Organismen in Abha¨ngigkeit der Belichtungssta¨rke.
RS-232
Recommended Standard : Standard fu¨r eine bei Computern oft vorhandene serielle
Schnittstelle, die in den fru¨hen 1960ern von einem US-amerikanischen Standardi-
sierungskomitee eingefu¨hrt wurde.
RS-422A
Die RS-422A Schnittstelle ist eine bidirektionale serielle Schnittstelle fu¨r Daten-
u¨bertragungsraten von bis zu 10 Mbit/s.
Abku¨rzungsverzeichnis
8-HDF 8-Hydroxy-5-Desazaribof lavin
A Adenosin
A.a. Acetabularia acetabulum
A.s. Avena sativa
AcN Acetonitril
ADC Analog Digital Converter
API Application Programming Interface
AR1 Acerhodopsin1
AR2 Acerhodopsin2
ATP Adenosintriphosphat
B.j. Bradyrhizobium japonicum
B.s. Bacillus subtilis
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BR Bacteriorhodopsin
C.r. Chlamydomonas reinhardtii
CCD Charge Coupled Device
cDNA complementary Deoxyribonucleic acid
CFD Constant Fraction Discriminator
ChR2 Channelrhodopsin2
COBALT Constraint-based Multiple Alignment Tool
CPLD Complex Programmable Logic Device
CW Continuus Wave
181
182 Abku¨rzungsverzeichnis
DADS Decay Associated Difference Spectrum
DC Delay-Controller
DGL Differentialgleichung
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Deoxyribonucleic acid
DSO Digitalspeicheroszilloskop
dU Deoxyuridin
dU-Nr Deoxyuridin-Ethynyl-Nile Rot
dU-Pe Deoxyuridin-Ethynyl-Perylene
dU-Py Deoxyuridin-Ethynyl-Pyren
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ESA Excited State Absorption
eT Elektronentransfer
F-I iodiertes Flavinderivat
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid
FIFO First In First Out
FMN Flavinmononukleotid
FWHM Full Width at Half Maximum
GPIB General Purpose Interface Bus
GSB Ground State Bleach
GZ Grundzustand
H.s. Halobacterium salinarium
HOMO Highest Occupied Molecular Orbital
HR Halorhodopsin
IC Internal Conversion
IHAE Internal Heavy Atom Effect
ISC Intersystem Crossing
IVR Internal Vibrational Relaxation
Abku¨rzungsverzeichnis 183
Laser Light amplification by stimulated emission of
radiation
LED Light Emitting Diode
LOV Light Oxygen and Voltage
LUMO Lowest Unoccupied Molecular Orbital
MBA 4-Methoxybenzylalkohol
MBAld 4-Methoxybenzylaldehyd
MCA Multi Channel Analyzer
MCP Micro-Channel Plate
MD Molekular Dynamik
MSA Multiple Sequence Alignment
MTHF Methylentetrahydrofolat
N.p. Natronomonas pharaonis
Nd:YAG Neodym doped Yttrium-Aluminium-Garnet
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriacetic Acid
NMR Nuclear Magnetic Resonance
Nr Ethynyl-Nile Rot
OD Optische Dichte
OPO Optical Paramagnetic Oscillator
PAS Per - period circadian protein, Arnt - aryl hydro-
carbon receptor nuclear translocator protein, Sim -
single-minded protein
PC Personal Computer
PCR Polymerase Chain Reaction
PD Photodiode
Pe Ethynyl-Perylene
PM Photo Multiplier
PMMA Polymethylmethacrylat
PMSF Phenylmethansulfonylf luorid
184 Abku¨rzungsverzeichnis
PMT Photo Multiplier Tube
PQA Produktquantenausbeute
PT Protontransfer
Py Ethynyl-Pyren
QS Q-Switch, Gu¨ter-Schalter,
r-eT ru¨ck-Elektronentransfer
r-ISC ru¨ck-Intersystem Crossing
r-PT ru¨ck-Protonentransfer
RFTA Ribof lavintetraacetat
SADS Species Associated Difference Spectrum
SAS Species Associated Spectrum
SC Streak Camera
SDS Sodium Dodecyl Sulfate
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate-Poly-Acrylamid Gel
Electrophorecis
SE Stimulated Emission
SOMO Singly Occupied Molecular Orbital
SR2 Sensorrhodopsin2
T Thymidin
TA Transiente Absorption
TAC Time to Amplitude Converter
TC Time Calibrator
TCSPC Time Correlated Single Photon Counting
THG Third Harmonic Generation
UV Ultraviolet
Vis Visible
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